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DESCRIPCION
Proteinas hibridas de principales alérgenos de Parietaria judaica y usos de las mismas

La presente invencion proporciona proteinas hipoalergénicas diméricas de Parietaria judaica, moléculas de &cido
nucleico que codifican para estas, composiciones farmacéuticas que contienen las mismas, y su uso en la
inmunoterapia de enfermedades alérgicas provocadas por polen de plantas de la especie Parietaria judaica.

Antecedentes de la invencion

Las alergias estan provocadas por una anomalia en el sistema inmunitario que reacciona produciendo anticuerpos
IgE frente a proteinas que, en si mismas, son completamente inocuas y estan principalmente contenidas en polen,
acaros, epitelios y algunos alimentos.

Estimaciones recientes muestran que mas del 25% de las personas en naciones industrializadas estan afectadas
por esta enfermedad, que, persistiendo en el tiempo, puede inducir el empeoramiento de sintomas (por ejemplo,
aparicion de asma), y sensibilizacion a otros alérgenos, haciendo por tanto que la eleccién de la terapia mas
apropiada sea mas complicada (1).

La inmunoterapia especifica hiposensibilizante (SIT), a diferencia de la terapia farmacoldgica, es la Unica forma de
tratamiento etiolédgico de enfermedades alérgicas que puede afectar positivamente a algunos parametros
inmunoldgicos que son la base de la enfermedad.

SIT consiste en la administracién de dosis crecientes de extractos normalizados (vacunas) obtenidos de la misma
sustancia que provoca la enfermedad (2).

De este modo, se induce gradualmente una especie de “tolerancia inmunoldégica” frente a tal sustancia en los
pacientes. Esta tolerancia inmunoldgica esta asociada con una reduccidén o incluso desapariciéon de sintomas
alérgicos.

El riesgo para provocar efectos secundarios que son incluso de naturaleza grave (3), también si se reduce
considerablemente mediante el uso de vacunas de liberacion lenta o vacunas que se administran por vias
alternativas a inyecciones, ha limitado la aplicabilidad de SIT en la terapia de enfermedades alérgicas. Ademas,
puesto que SIT se lleva a cabo administrando una mezcla de proteinas alergénicas y no alergénicas de origen
natural sin tener en cuenta el perfil de sensibilizacion del paciente, pueden surgir nuevas reactividades de IgE frente
a alérgenos inicialmente nocivos que estan presentes en el extracto.

Un elemento relacionado con el beneficio provocado por SIT es la induccién de anticuerpos IgG especificos para el
alérgeno sensibilizante. Estos anticuerpos (protectores) pueden inhibir la unién de IgE al antigeno, influyendo por
tanto en la estructura tridimensional de esta molécula (4, 5). El desarrollo de vacunas constituidas por proteinas
recombinantes que tienen menos alergenicidad pero una capacidad inmunogénica inalterada puede dar como
resultado una mejora adicional en el campo de terapia de enfermedades alérgicas.

Durante los ultimos 15 afios, se han hecho avances considerables en el campo de la caracterizacion de alérgenos
gracias a la aplicacion de tecnologias basadas en ADN recombinante. Los ADNc que codifican para principales
alérgenos estan disponibles para estudios de alergenicidad y el desarrollo de pruebas de diagnéstico, y permiten SIT
innovadoras basadas en el uso de proteinas recombinantes purificadas y sus variantes genéticamente modificadas
que se caracterizan por actividad alergénica reducida (6).

El polen de Parietaria es una de las causas mas importantes de alergia en la zona mediterranea. En particular, al
menos el 50% de todos los sujetos alérgicos en el sur de Italia muestran una respuesta positiva a la prueba cutanea
de puncioén (SPT) para el polen de Parietaria (7).

Los dos principales alérgenos de polen de Parietaria judaica, es decir Par j 1 (cuya secuencia de nucledtidos se
identifica por el n.° de registro de GenBank X95867), y Par j 2 (AC X95865), son proteinas con pesos moleculares de
14,4 y 11,3 kD, respectivamente, y comparten homologia funcional y de secuencia (8, 9). El porcentaje de identidad
de secuencia es de alrededor del 45%, y es mas prominente en la region N terminal de las proteinas, en la que se
ubica el epitopo de IgE mas importante. Este epitopo es responsable de mucha de la reactividad cruzada entre las
dos moléculas (10, 11). Estos dos alérgenos independientes presentan caracteristicas comunes, y pertenecen a una
familia de proteinas de origen vegetal que se denominan ns-LTP (proteinas de transferencia de lipidos no
especificas) y se caracterizan por una estructura tridimensional altamente conservada (12). Estas proteinas tienen la
funcién de transportar moléculas lipidicas a través de la membrana.

Se han realizado numerosos estudios para identificar o alterar epitopos de IgE de principales alérgenos de
Parietaria.
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Cambiando algunas cisteinas que son relevantes para mantener la estructura tridimensional en ambos alérgenos, se
han obtenido mutantes tridimensionales con union a IgE reducida y alergenicidad disminuida frente a seres humanos
mediante mutagénesis especifica del sitio (13).

El uso de péptidos sintéticos solapantes correspondientes a las secuencias enteras de Par j 1 y Par j 2 permiti6 la
deteccién de epitopos lineales que pueden unirse a IgE de pacientes alérgicos a Parietaria. El posicionamiento de
estas secuencias en el modelo tridimensional de los dos alérgenos permitié la localizacion de tres regiones con
reactividad a IgE fuerte y un alto grado de homologia en ambas moléculas (11).

El documento WO002/22674 (14) da a conocer una variante hipoalergénica del principal alérgeno Par j 2
(correspondiente a SEQ ID NO: 10 mostrada a continuacion), en la que el cambio en 8 lisinas distribuidas por toda la
proteina provoca una fuerte disminucion en la capacidad de unién a IgE especificas.

El documento EP1712560 (15) identifica los aminoacidos implicados en reacciones de union entre IgE especificas y
Par j 1. Las diferentes combinaciones de residuos mutagenizados dan lugar a moléculas con diferentes grados de
alergenicidad, y muestran la presencia de multiples epitopos que se reconocen de manera variable por pacientes
alérgicos a Parietaria judaica.

La posibilidad de usar moléculas multiméricas modificadas por ingenieria constituidas por diferentes alérgenos del
mismo organismo para terapia especifica de hiposensibilizacion se ha considerado fascinante desde hace mucho
tiempo.

La alergia al polen de Parietaria es un modelo de estudio éptimo ya que esta alergia se provoca principalmente por
los dos componentes alergénicos, Par j 1 y Par j 2, una mezcla de los cuales puede inhibir la unién entre IgE
especificas y polen de Parietaria judaica hasta el 95% (16), demostrando asi que otros alérgenos en el extracto son
clinicamente menos importantes. Se sabe que Par j 1 y Par j 2 comparten numerosos epitopos de IgE, y que puede
usarse Par j 2 como un marcador para el diagnostico de alergia a Parietaria.

La asociacién de Par j 1y Par j 2 en una molécula hibrida individual representaria el repertorio completo de epitopos
T, y podria inducir una fuerte respuesta de 1gG protectora.

El documento W02004/104047 (17) propone un multimero que comprende al menos una primera secuencia de
aminoacidos que corresponde a uno de los principales alérgenos Par j 1 o Par j 2 de Parietaria, una segunda
secuencia que codifica para Par j 1 o Par j 2, y preferiblemente una tercera secuencia de uno de los dos principales
alérgenos de Parietaria. El objeto de la invencién también son moléculas multiméricas en las que los principales
alérgenos se mutan en la region entre los aminoacidos de 1 a 30, preferiblemente en las posiciones Lys 23, Glu 24,
y Lys 27. En la seccién de resultados, se analiza la capacidad de inducir la liberacidon de histamina a partir del
dimero Parj2-Parj 1 mutagenizado o de tipo natural en comparacién con una mezcla equimolar de los alérgenos Par
j 1y Parj 2 recombinantes individuales. Se notifica (figura 6, pagina 12) que el dimero de tipo natural (clon PJED)
induce menos liberacion de histamina en dos de los tres pacientes sometidos a prueba (paneles G y H), mientras
que el dimero mutagenizado (clon PJEDmut) es igual al dimero de tipo natural en dos de los tres pacientes, y es
menos eficaz en uno de los tres (panel F), mostrando asi que las mutaciones insertadas en el clon PJEDmut en las
posiciones Lys 23, Glu 24 y Lys 27 no son cruciales para la union especifica a IgE de todos los pacientes alérgicos.

En un articulo con fecha de 2007 (18), Bonura et al. sometieron a prueba el hibrido Par j 2-Par j 1 comparandolo con
su derivado, rPJEDcys, que se habia mutagenizado en ambos alérgenos en cisteinas que son importantes para
mantener la estructura tridimensional. El hibrido rPjJEDcys mutado tiene una reactividad a IgE reducida, tal como se
demostré en experimentos de SPT e inhibicion de ELISA, y mediante induccién de liberacion de histamina a partir de
basofilos. Ademas, la variante mutagenizada mantiene sus epitopos T sin cambiar debido a que, cuando se inyecta
en ratones, puede inducir una produccion de IgG que puede reconocer los alérgenos Par j 1 y Par j 2 individuales.

En el mismo afio, Gonzalez-Rioja et al. (16) sometieron a prueba tres moléculas hibridas diferentes constituidas por
los dos principales alérgenos de Parietaria, Par j 1y Par j 2, en forma de tipo natural (Q1), o en forma de mutantes
en los que solo el fragmento 29-52 que contiene las 4 cisteinas implicadas en los cuatro enlaces de disulfuro (Q2), y
este fragmento mas una delecion adicional de 8 residuos (aminoacidos 72-79 de Par j 1, y 73-80 de Par j 2, Q3)
correspondiente a dos supuestos epitopos de IgE lineales, se delecionaron en ambas proteinas. Los datos muestran
que el hibrido Q1 tiene reactividad a IgE inferior en comparacién con la mezcla de los dos alérgenos individuales, y
se observa una disminucién adicional con Q2 y Q3. La capacidad de estimular linfocitos T permanece inalterada
para los hibridos Q1 y Q2 en comparacion con la mezcla de las proteinas individuales, mientras que disminuye
significativamente en el caso de Q3, indicando que la delecidn de estas secuencias elimina epitopos T importantes
para una respuesta de anticuerpos protectora, véase también el documento W02007/116316.

En los dos articulos citados anteriormente, la disminucién de alergenicidad de moléculas esté relacionada con la
mutacion de algunas cisteinas que se sabe que son cruciales para mantener su estructura tridimensional, y por tanto
epitopos B conformacionales.
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Los resultados obtenidos con los principales alérgenos mutagenizados en los aminoacidos que no estan implicados
directamente en la estabilizacion de la estructura 3D (17) demostraron ser escasamente alentadores debido a que el
mutante oligomérico no mostré disminucion significativa de alergenicidad, no sélo con respecto a la mezcla de los
componentes de tipo natural alergénicos individuales sino también en comparacion con la molécula dimérica de tipo
natural. Estas moléculas no parecen ser candidatas eficaces para su uso como un componente hipoalergénico tnico
en la terapia de alergia a polen de Parietaria judaica.

Descripcion de la invencion

Se ha encontrado ahora que la unién de los alérgenos Parj 1y Par j 2 a IgE puede reducirse usandolos en forma de
una proteina hibrida constituida por secuencia del alérgeno Par j 1 unida a secuencia de Par j 2, en la que ambas
secuencias se mutan mediante la sustitucion de residuos de aminoacidos.

Segun una primera realizacion, la invencion proporciona una proteina hibrida que consiste en secuencias mutadas
de Par j 1 y Par j 2 unidas entre si en cualquier orden o bien directamente o bien mediante interposicion de un
ligador, en la que:

a) en la secuencia de Par j 1 (que es o bien SEQ ID NO: 1 o bien una secuencia de una proteina natural que es
idéntica a SEQ ID NO: 1 en al menos el 95%, preferiblemente al menos el 98%) se reemplazan los residuos de Lys
en las posiciones 23, 27, 41 y 66 de SEQ ID NO:1, o en las posiciones correspondientes de dicha secuencia natural,
por aminoacidos neutros, polares o acidos;

b) en la secuencia de Par j 2 (que es o bien SEQ ID NO:2 o bien una secuencia de una proteina natural que es
idéntica a SEQ ID NO:2 en al menos el 95%, preferiblemente al menos el 98%) se reemplazan los residuos de Lys
en las posiciones 19, 23, 27, 35, 41, 46, 73 y 78 de SEQ ID NO:2, o en las posiciones correspondientes de dicha
secuencia natural, por aminoacidos neutros, polares o acidos;

c) dichas secuencias de Par j 1 y Par j 2 tienen una orientacién cabeza a cola;
d) si esta presente, dicho ligador consiste en una cadena de aminoacidos que contiene de 1 a 8 aminoacidos.

Las posiciones especificadas anteriormente de residuos mutados se refieren a moléculas de Par j 1 y Par j 2 tal
como se identifican por SEQ ID NO:1 y 2, respectivamente. Sin embargo, la proteina hibrida segun la invencion
puede contener secuencias de moléculas que se producen de manera natural de la misma clase que Parj 1y Par j
2, tales como Par j 1.0102 (Uniprot 0O04404), Par j 1.0201 (Uniprot Q40905), Par j 1.0101 (Uniprot P43217), Par j
2.0101 (Uniprot P55958), y Par j 2.0101 (Uniprot P55958), que se mutan en los residuos de Lys correspondientes a
los residuos de Lys en las posiciones identificadas anteriormente de SEQ ID NO:1 6 2, en alineaciones de
secuencias entre dichas moléculas naturales y SEQ ID NO:1 6 2.

Las proteinas Par j 1 y Par j 2 pueden disponerse en cualquier orden dentro de la molécula hibrida, y con una
“orientacion cabeza a cola”, lo que significa que cuando el extremo amino-terminal de la proteina hibrida coincide
con el extremo amino-terminal de Par j 1 o Par j 2, el extremo carboxilo-terminal de la proteina hibrida coincide con
el extremo carboxilo-terminal de Par j 2 y Par j 1, respectivamente. Segun una realizaciéon preferida, el extremo
amino-terminal de la proteina hibrida esta ocupado por Par j 1 y el extremo carboxilo-terminal por Par j 2.

El ligador que separa las secuencias mutadas de Par j 1 y Par j 2 consiste preferiblemente en una cadena de 8
aminoacidos, mas preferiblemente una cadena de dos aminoacidos, incluso mas preferiblemente el dipéptido
GlySer.

Los residuos de Lys identificados anteriormente se reemplazan preferiblemente por aminoacidos seleccionados de
Ala, Gly, Pro, Leu, lle, Phe, Thr, Ser, GIn, Asn, Glu y Asp, mas preferiblemente de Ala, Gly, Thr, Ser, GIn, Asn, Glu y
Asp.

En una realizacién particularmente preferida de la invencién, la proteina hibrida tiene la secuencia identificada en la
SEQ ID NO: 3.

Se ha analizado la reactividad de esta proteina hibrida frente a IgE en doce sueros de sujetos alérgicos a polen de
Parietaria mediante ensayo ELISA (figura 2). Cuando se incubd con los sueros, la proteina hibrida presenté una
disminucion media en la reactividad frente a IgE del 41% en comparacion con el hibrido de tipo natural (SEQ ID NO:
4), con valores comprendidos entre el 10 y el 100%.

Se han confirmado estos resultados mediante experimentos de inhibicion de ELISA, permitiendo la evaluacion de la
reactividad de epitopos homdlogos en diferentes proteinas. A concentraciones de inhibidor equimolares (0,150 nM),
la union entre el extracto de Parietaria judaica adsorbido en pocillos e IgE especificas contenidas en los sueros de
14 pacientes se inhibid, en promedio, en un 69,8% cuando se traté previamente el suero con la mezcla de alérgenos
de tipo natural individuales, en un 16,5% cuando se incubd previamente con la mezcla de los dos componentes
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mutagenizados, en un 62,4% cuando se traté previamente con SEQ ID NO: 4, y en un 7,6% cuando se incubo
previamente con la SEQ ID NO: 3 (figura 3).

Por tanto, la capacidad del hibrido mutante segun la invencién de inhibir la unién del extracto de Parietaria a IgE
especificas es significativamente inferior tanto al hibrido de la SEQ ID NO: 4 de tipo natural (p<0,001) como a la
mezcla de los dos alérgenos mutagenizados (p<0,05).

Ademas, las proteinas hibridas de tipo natural (SEQ ID NO: 4) e hipoalergénicas (SEQ ID NO:3), cuando se usan
para inmunizar ratones Balb/c, demostraron poder inducir una respuesta de IgG especifica frente a extracto de
Parietaria judaica (figura 4). Las moléculas hibridas SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 indujeron una respuesta de 1gG
mas temprana frente al extracto de Parietaria en comparacion con el extracto completo. Tras cuatro semanas desde
la primera inmunizacion, correspondiente a una semana tras la segunda inmunizacion, la respuesta de IgG era 2,5
veces superior con la SEQ ID NO: 4, y 1,7 veces superior con la SEQ ID NO: 3 que la obtenida mediante
inmunizacién con extracto de Parietaria. Ademas, la respuesta de anticuerpos IgG obtenida con la SEQ ID NO: 3 era
mucho mas fuerte que la obtenida mediante inmunizacion con cantidades equimolares de las dos variantes
mutagenizadas individuales (mezcla mutante). Por el contrario, los anticuerpos en el suero de animales inmunizados
con un antigeno no relacionado no pudieron reconocer el extracto de Parietaria.

En lo que respecta a la induccién de anticuerpos protectores que pueden bloquear la unién del alérgeno a las IgE, se
observd que los anticuerpos IgG producidos frente a la SEQ ID NO: 3 inhibieron la unién de IgE de pacientes
alérgicos a Parietaria a extracto total de Par j (figura 5). Experimentos de inhibicion de ELISA mostraron que IgG de
ratones inmunizados con SEQ ID NO: 3 inhibieron la reactividad a IgE de once sueros en un 33,4% en promedio
(con valores de desde el 19,7 hasta el 50,7%), y que los anticuerpos producidos frente a extracto total de Parietaria
inhibieron esta unién en un 37,8% (27,5-47,3%), mientras que IgG obtenidas mediante inmunizacién con la mezcla
de los dos alérgenos Par j 1 y Par j 2 mutagenizados (mezcla mutante) inhibieron la union IgE-extracto, en promedio,
en un 28,6%, con valores de desde el 13% hasta el 50%.

La proteina hibrida segun la invencion puede prepararse facilmente mediante mutagénesis de Par j 1 (SEQ ID NO:
5), Par j 2 (SEQ ID NO:6), isoforma o variantes naturales de la misma, o de la secuencia de ADNc hibrida de tipo
natural (SEQ ID NO: 7), mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica (véase por ejemplo 13,18,19).

Por tanto, en un aspecto adicional, la invencién proporciona una molécula de acido nucleico que codifica para una
proteina hibrida tal como se define en el presente documento.

En una realizacion preferida, tal molécula de acido nucleico codifica para la proteina de SEQ ID NO:3 y consiste en
la secuencia SEQ ID NO:8.

Aun en un aspecto adicional, la invencion proporciona un vector de expresion que contiene una molécula de acido
nucleico tal como se define en el presente documento junto con elementos para el control de expresién en células
eucariotas o procariotas, tales como promotores de la transcripcion, potenciadores, secuencias sefial y otras
secuencias para la regulacion transcripcional. El vector puede ser un plasmido, virus o cualquier otro vector
comunmente usado en ingenieria genética.

La invencion comprende ademas una célula huésped eucariota o procariota transformada o transfectada con el
vector de la invencion. Las células procariotas tales como Escherichia coli 'y Bacillus subtilis, o células eucariotas
tales como Saccharomyces cerevisiae se usan generalmente para la clonacién de vectores y expresion de ADNc.

Ademas, las proteinas hibridas hipoalergénicas segun la invencion pueden producirse como proteinas de fusion.

Dada la reactividad reducida frente a IgE, la molécula hibrida segun la presente invencion puede usarse de manera
adecuada para la preparacion de composiciones farmacéuticas que van a usarse en inmunoterapia de sujetos
alérgicos al polen de Parietaria judaica.

Por tanto un aspecto adicional de la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende una
cantidad eficaz de una molécula hibrida tal como se proporciona en el presente documento, opcionalmente en
combinacién con otros alérgenos de Parietaria judaica y con vehiculos, excipientes y adyuvantes farmacéuticamente
aceptables. En una realizacion preferida, tal composicidon farmacéutica esta en forma de una vacuna adecuada para
el tratamiento preventivo o terapéutico de enfermedades alérgicas, tales como asma bronquial, rinitis alérgica y
conjuntivitis alérgica. Los expertos en la técnica conocen los principios y métodos para la vacunacion, se hace
referencia a (20) y (21).

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion en mas detalle.
Ejemplos
A menos que se indique lo contrario, los métodos usados en los siguientes ejemplos se describen en Sambrook,
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Fritsch ET Maniatis “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” Il Ed. Vol. 1-2-3 CSH Lab Press 1989.

Ejemplo 1 - Construccién de un plasmido que codifica para una molécula hibrida Par j 1-Par j 2 de tipo natural

(wtHybrid)

Se obtuvo la molécula hibrida que contenia la informacion genética para el hibrido Par j 1-Par j 2 de tipo natural
mediante fusion de ADNc que codifican para los alérgenos individuales.

Se obtuvieron por separado ADNc que codifican para las proteinas Par j 1 y Par j 2 maduras mediante PCR usando
los cebadores de oligonucledtidos Pj 1 DIM FW (gcg cga aga aac ctg cgg gac tgt agt g) y Pj1 DIM RV (gcg gga tcc
ggc ttt ttc cgg tgc ggg ggg) para Par j 1, y los cebadores de oligonucleétidos Pj2 FW (cgc gga tcc gag gag gct tgc
ggg) y PJ2 RV (gcg gga tcc cta ata gta acc tct gaa aat agt act ttg) para Par j 2. Se usaron clones de Parj 1 SEQ ID
NO:5 y de Par j 2 SEQ ID NO:6 como moldes. Se volvié a amplificar el producto de amplificacién obtenido a partir de
Par j 1 reemplazando el cebador Pj 1 DIM FW por Pj1 His FW (gcg cat atg cat cac cat cac cat cac gaa gaa acc tgc
ggg act g), mediante el cual se insertd una secuencia que codificaba para seis histidinas en el sentido de 5’ de la
secuencia de Parj 1. Se insert6 un sitio Nde | (que contenia el ATG) en 5’ del producto de amplificacion Par j 1, y se
insertd un sitio Bam H | en su 3’ en lugar del coddn de terminacién. Se insert6 un sitio Bam H | en lugar del ATG en
5 de Par j 2, y se insert6 un sitio Bam H | en su 3’ tras el codon de terminacion. Se purificaron los productos
amplificados, se digirieron con las enzimas de restricciéon Nde | y Bam H | (Par j 1), o Bam H | (Par j 2) (se subrayan
los sitios de restriccion en los cebadores), y posteriormente se insertaron en los sitios Nde I1/Bam H | del vector pEt
3c (Stratagene, La Jolla, CA) para obtener un constructo que podia expresar una proteina de fusion Par j 1-Par j 2
precedida por una secuencia de seis histidinas. La introduccion del sitio de restriccion Bam H |, que es necesario
para la clonacion de fragmentos, permitid la insercién de dos aminoacidos (glicina y serina) en la union de las dos
proteinas sin alterar el marco de lectura (figura 1).

Se secuenciaron los clones obtenidos de colonias bacterianas individuales por el método de Sanger para verificar
que el cambio de base era correcto, y la ausencia de mutaciones no especificas en el ADNc.

Ejemplo 2 - Construccién de un plasmido que codifica para una molécula hibrida Par j 1-Par j 2 mutante (MutHybrid)

Se obtuvo la molécula hibrida que codificaba para el hibrido Par j 1-Par j 2 mutante siguiendo el método descrito en
el ejemplo 1 para la variante hibrida de tipo natural.

Los pares de oligonucledtidos usados en la reaccion de PCR eran idénticos, mientras que los ADNc usados como
moldes codificaban para dos variantes hipoalergénicas cuyas secuencias se identifican en el presente documento
como SEQ ID NO: 9 (para el mutante Par j 1) y SEQ ID NO: 10 (mutante Par j 2).

Se secuenciaron los clones obtenidos a partir de colonias bacterianas individuales por el método de Sanger para
verificar que el cambio de base era correcto, y la ausencia de mutaciones no especificas en el ADNc.

Ejemplo 3 - Produccién de proteinas Par j 1 y Par j 2, mutantes respectivos, wtHybrid y MutHybrid

Se clonaron ADNc de Par j 1 (SEQ ID NO:5) y Par j 2 (SEQ ID NO:6) de tipo natural, ADNc mutagenizados (SEQ ID
NO: 9y 10), y ADNc de hibrido de tipo natural y mutante modificados por ingenieria (SEQ ID NO: 7 y 8), precedidos
por la secuencia que codificaba para seis histidinas, en un vector de expresiéon y se expresaron en células de
Escherichia coli segun protocolos convencionales (22,23). Se recogieron las células mediante centrifugacion y se
resuspendieron en NaH,PO4 50 mM, tampoén NaCl 300 mM, pH 8. Se aislaron proteinas recombinantes tras la lisis
de células bacterianas mediante sonicacion y eliminacion de particulados celulares mediante centrifugacién. Se
purificaron las proteinas a partir del sobrenadante mediante cromatografia de afinidad usando columnas de agarosa
a las que se unieron los iones de niquel quelante de acido nitrilotriacético que interaccionaban con la parte de seis
histidinas fusionada con el alérgeno.

Ejemplo 4 - Caracteristicas de sueros de sujetos alérgicos

Se recogieron sueros de sujetos con una historia clinica de alergia estacional al polen de Parietaria judaica, y
reactividad de RAST 3+ y 4+ especifica para los alérgenos Par j 1 y Par j 2. Se usé una combinacion de sueros de
sujetos no alérgicos como control negativo (datos no mostrados).

Ejemplo 5 — Reactividad de la proteina hibrida de SEQ ID N: 3 frente a IgE de sueros de pacientes alérgicos a
Parietaria mediante ensayo ELISA

Se adsorbieron cantidades iguales (0,075 nM) de alérgeno de SEQ ID NO: 4 y su variante de SEQ ID NO: 3
mutagenizada, en tampoén carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 9,6, en pocillos de placas de poliestireno para ensayo
ELISA incubando a 4°C durante 16 horas. Entonces se lavaron los pocillos con disolucion de lavado (tampdn fosfato
60 mM, pH 6,5, que contenia Tween-20 al 0,05%), y se bloquearon los sitios libres con disolucion de dilucion (suero
de cabra al 15%, EDTA 1 mM, Tween-20 al 0,05%, en tampdn fosfato 150 mM, pH 7,4). Se afiadieron a cada
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muestra alicuotas iguales (100 pl) de 12 sueros positivos humanos frente a Par j 1 y Par j 2, o sueros de sujetos no
alérgicos (datos no mostrados), a una dilucién 1:10 en tampdn de dilucidon y se incubaron a 25°C durante 3 horas.
Tras tres lavados, se afadié suero conjugado con peroxidasa anti-IgE humana diluido 1:3500 en tampén de dilucion,
y se incubo a 25°C durante 1,5 horas. Tras tres lavados, se obtuvo el desarrollo de reaccion colorimétrica afiadiendo
100 pl de reactivo de TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD), e incubando durante 20 minutos a 25°C. Se
detuvo la reaccion anadiendo 100 ul de HCI 1 N, y se evalué leyendo a 450 nm con un espectrofotdmetro.

Ejemplo 6 — Ensayo de inhibicién de ELISA - SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 3 inhiben la unién del extracto de
Parietaria judaica a IgE en suero

Se adsorbieron cantidades iguales (1 pug) de extracto de Parietaria judaica en tampoén carbonato/bicarbonato 50 mM,
pH 9,6, en pocillos de placas de poliestireno para ensayo ELISA incubando a 4°C durante 16 horas. Entonces se
lavaron los pocillos con disolucién de lavado (tampén fosfato 60 mM, pH 6,5, que contenia Tween-20 al 0,05%), y se
bloquearon los sitios libres con disolucion de dilucion (suero de cabra al 15%, EDTA 1 mM, Tween-20 al 0,05%, en
tampon fosfato 150 mM, pH 7,4). Se incubaron previamente alicuotas (100 pl) de una dilucién 1:5 de sueros de
RAST 4+ y 3+ humanos frente a Par j 1 y Par j 2 con cantidades equimolares (0,150 nM) de alérgeno (hibrido) de
tipo natural, mutagenizado o modificado por ingenieria a 25°C durante 2 horas. Entonces se afiadieron las mezclas a
cada pocillo, y se incubaron a 4°C durante 16 horas. Tras tres lavados con fosfato 0,06 M, pH 6,5, tampdn Tween-20
al 0,05%, se afiadid suero conjugado con peroxidasa anti-IgE humana diluido 1:3000 en tampdn de dilucién, y se
incub6 a 25°C durante 1,5 horas. Tras tres lavados, se obtuvo el desarrollo de reaccién colorimétrica afiadiendo
100 ul de reactivo de TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD), e incubando durante 20 minutos a 25°C. Se
detuvo la reaccion afiadiendo 100 pl de HCI 1 N, y se evalud leyendo a 450 nm con un espectrofotometro. Se calculd
el porcentaje de inhibicion usando la siguiente férmula: 100 x [(A-B)/A], en la que A es la absorbancia a 450 nm en
ausencia de inhibidor, y B es la absorbancia en presencia de inhibidor.

Tabla. Las moléculas mutagenizadas y de tipo natural hibridas inhiben la unién Parietaria judaica - IgE

suero Mezcla de tipo natural Mezcla mutante SEQIDNO:4 | SEQIDNO:3
1 84,2 7,0 87,6 0,4
2 83,4 10,1 77,7 -0,6
3 61,2 24,0 59,7 -4,2
4 71,8 54 47,7 1,0
5 62,7 13,9 61,5 12,9
6 39,9 5,8 30,6 12,5
7 78,9 13,6 79,3 12,6
8 85,4 21,8 83,9 14,8
9 73,7 1,7 46,5 8,9
10 83,4 30,9 81,6 17,3
11 70,7 30,8 70,5 22,5
12 31,0 1,5 4,0 -3,4
13 79,6 9,6 63,4 55
14 71,6 54,8 80,0 6,7
% de inhibicién media 69,8 16,5 62,4 7,6
desviacion estandar 16,52 14,77 23,63 8,20

Ejemplo 7 - Inmunizacion de ratones Balb/c

Se inmunizaron por via subcutanea cinco grupos de ratones cada uno compuesto por tres animales hembra de la
cepa de Balb/c (Charles River) con 200 pul de emulsion compuesta por 100 ul de adyuvante de Freund completo y
cantidades equimolares (0,150 nM) de antigeno recombinante o extracto de Parietaria judaica (20 pg) en 100 ul de
solucion salina. Se realizaron otros dos refuerzos tras 21 y 42 dias sustituyendo el adyuvante completo por
adyuvante incompleto. Como control, tres ratones recibieron el mismo tratamiento con un antigeno no relacionado
(datos no mostrados). Cuatro, seis y nueve semanas tras la primera inmunizacion, se realizo la extraccion de sangre
de la vena yugular de ratones, y se comprobé la respuesta de anticuerpos frente al inmunoégeno respectivo mediante
ELISA.

Ejemplo 8 - Analisis de respuesta de IgG especifica en ratones inmunizados mediante ensayo ELISA

Se adsorbieron cantidades iguales (1 ng) de extracto Parietaria judaica en tampdn carbonato/bicarbonato 50 mM, pH
9,6, en pocillos de placas de poliestireno para ensayo ELISA incubando a 4°C durante 16 horas. Entonces se
lavaron los pocillos con disolucién de lavado (tampdn fosfato 60 mM, pH 6,5, que contenia Tween-20 al 0,05%), y se
bloquearon sitios libres con disolucion de dilucién (suero de cabra al 15%, EDTA 1 mM, Tween-20 al 0,05%, en
tampodn fosfato 150 mM, pH 7,4). Se combinaron los sueros de ratones basandose en el tipo inmunogénico y el
tiempo transcurrido desde la primera inmunizacion. Se afadieron alicuotas iguales (100 ul) de cada combinacion a
cada pocillo a una dilucién 1:27000 en tampdn de dilucion, y se incubaron a 25°C durante 3 horas. Tras tres lavados,
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se afiadio suero conjugado con peroxidasa anti-IgG de ratén total diluido 1:8000 en tampoén de dilucién y se incubd a
25°C durante 1,5 horas. Tras tres lavados, se obtuvo el desarrollo de reaccién colorimétrica afiadiendo 100 pl de
reactivo de TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD), e incubando durante 20 minutos a 25°C. Se detuvo la
reaccion afiadiendo 100 ul de HCI 1 N y se leyé a 450 nm con un espectrofotometro.

Ejemplo 9 — Ensayo de inhibicién de ELISA: IgG frente a SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 3 inhiben la unién entre el
extracto de Parietaria judaica e IQE en los sueros de pacientes alérgicos a Parietaria

Se adsorbieron cantidades iguales (1 pug) de extracto de Parietaria judaica en tampon carbonato/bicarbonato 50 mM,
pH 9,6, en pocillos de placas de poliestireno para ensayo ELISA incubando a 4°C durante 16 horas. Entonces se
lavaron los pocillos con disolucion de lavado (tampén fosfato 60 mM, pH 6,5, que contenia Tween-20 al 0,05%), y se
bloquearon los sitios libres con disolucion de dilucion (suero de cabra al 15%, EDTA 1 mM, Tween-20 al 0,05%, en
tampon fosfato 150 mM, pH 7,4). Se incubaron alicuotas (100 ul) de combinaciones diluidas 1:25 de sueros de ratén
recogidos tras siete semanas desde la primera inmunizacion a 4°C durante 16 horas. Tras tres lavados con tampon
fosfato 0,06 M, pH 6,5, Tween-20 al 0,05%, se afiadieron doce sueros de RAST 4+ y 3+ humanos diluidos 1:10
frente a Par j 1y Parj 2 a 25°C durante 2 horas. Tras tres lavados con tampén fosfato 0,06 M, pH 6,5, Tween-20 al
0,05%, se afhadid suero conjugado con peroxidasa anti-IgE humana diluido 1:3500 en tampdn de dilucion, y se
incub6 a 25°C durante 1,5 horas. Tras tres lavados, se obtuvo el desarrollo de la reaccion colorimétrica afadiendo
100 pl de reactivo de TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD), e incubando durante 20 minutos a 25°C. Se
detuvo la reaccion afiadiendo 100 pl de HCI 1 N y se leyé a 450 nm con un espectrofotometro. Se calculd el
porcentaje de inhibicion usando la siguiente formula: 100 x [(A-B)/A], en la que A es la absorbancia a 450 nm en
ausencia de suero humano de inhibicion, y B es la absorbancia en presencia de suero humano de inhibicion.

Ejemplo 10 — Analisis estadistico

En las figuras, se expresan los resultados como valores medios mas las correspondientes desviaciones estandar.

Se uso el programa UNISTAT 5.5 Light para el software Excel para los analisis estadisticos. Se analizaron los datos
mediante prueba de la t para datos emparejados.
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Ser

Ile

Ile

Thr

Cys

75

Cys

Leu

Arg

Ala

Cys

155

Cys

Lys

Gly

Lys

Gln
235

Tyr

60

Gly

Lys

Arg

Leu

Gly

140

Leu

Ser

Arg

Ile

Thr

220

Ser

Ser

Ile

Thr

His

Glu

125

Ser

His

Gly

Glu

Lys

205

Thr

Thr

Asp

Val

Leu

Gly

110

Arg

Glu

Phe

Thr

Ala

190

Asn

Leu

Ile

Ile

Asp

Gly

95

Pro

Pro

Glu

val

Lys

175

Cys

Glu

Pro

Phe

Asp

Ser

80

val

Val

Gln

Ala

Lys

160

Lys

Lys

Leu

Pro

Arg
240
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15

20

<400> 5
gaagaaacct gcgggactgt agtgggagcg ctgatgccgt gcctgccecgtt cgtgcagggg 60
aaagagaaag agccgtcaaa ggggtgctgc agcggcgcca aaagattgga cggggagacg 120
aagacggggc cgcagagggt gcacgcttgt gagtgcatcc agaccgccat gaagacctat 180
tccgacatcg acgggaaact cgtcagcgag gtccccaagc actgcggcat cgttgacagce 240
aagctcccge ccattgacgt caacatggac tgcaagacac ttggagtggt acctcggcaa 300
ccccaacttc cagtctctct ccgtcatggt cccgtcacgg gcccaagtga ccccgcccac 360
aaagcacggt tggagagacc ccagattaga gttccgcccc ccgcaccgga aaaagcctaa 420

<210> 6

<211> 309

<212> ADN

<213> Parietaria judaica

<400> 6
gaggaggctt gcgggaaagt ggtgcaggat ataatgccgt gcctgcattt cgtgaagggg 60
gaggagaagg agccgtcgaa ggagtgctgc agcggcacga agaagctgag cgaggaggtg 120
aagacgacgg agcagaagag ggaggcctgc aagtgcatag tgcgcgccac gaagggcatc 180
.tccggtatca aaaatgaact tgtcgccgag gtccccaaga agtgcgatat taagaccact 240
ctcccgecca tcaccgcecga cttcgactgce tccaagatcc aaagtactat tttcagaggt 300
tactattag 309

<210>7

<211> 732

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> secuencia sintética

<400> 7

15
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16

gaagaaacct gcgggactgt agtgggagcg ctgatgccgt gectgcegtt cgtgcagggg 60
aaagagaaag agccgtcaaa ggggtgctgc agcggcgcca aaagattgga cggggagacg 120
aagacggggc cgcagagggt gcacgcttgt gagtgcatcc agaccgccat gaagacctat 180
tccgacatcg acgggaaact cgtcagcgag gtccccaagc actgcecggceat cgttgacage 240
aagctcccgce ccattgacgt caacatggac tgcaagacac ttggagtggt acctcggcaa 300
ccccaacttc cagtctctct ccgtcatggt ceccgtcacgg gcccaagtga ccccgcccac 360
aaagcacggt tggagagacc ccagattaga gttccgcccc ccgcaccgga aaaagccgga 420
tccgaggagg cttgcgggaa agtggtgcag gatataatgc cgtgcctgca tttcgtgaag 480
ggggaggaga aggagccgtc gaaggagtgc tgcagcggca cgaagaagct gagcgaggag 540
gtgaagacga cggagcagaa gagggaggcc tgcaagtgca tagtgcgcgc cacgaagggc 600
atctccggta tcaaaaatga acttgtcgcc gaggtcccca agaagtgcga tattaagacc 660
actctceccge ccatcaccge cgacttcgac tgctccaaga tccaaagtac tattttcaga 720
ggttactatt ag 732

<210> 8

<211> 732

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> secuencia sintética

<400> 8
gaagaaacct gcgggactgt agtgggagcg ctgatgccgt gcctgcecgtt cgtgcagggg 60
aaagaggcag agccgtcagc ggggtgctgc agcggcgcca aaagattgga cggggagacg 120
gcgacggggc cgcagagggt gcacgcttgt gagtgcatcc agaccgccat gaagacctat 180
tccgacatcg acggggcact cgtcagcgag gtccccaagc actgcggcat cgttgacagce 240
aagctcccgcec ccattgacgt caacatggac tgcaagacac ttggagtggt acctcggcaa 300
ccccaacttc cagtctctct ccgtcatggt cccgtcacgg gcecccaagtga ccccgceccac 360
aaagcacggt tggagagacc ccagattaga gttccgcccc ccgcaccgga aaaagccgga 420
tccgaggagg cttgcgggaa agtggtgcag gatataatgc cgtgcctgca tttcgtgcag 480
ggggaggagg cggagccgtc ggcggagtgc tgcagcggca cgaaggggct gagcgaggag 540
gtggcgacga cggagcaggc gagggaggcc tgcaagtgca tagtgcgcgc cacgaagggc 600
atctécggta tcaaaaatga acttgtcgcc gaggtccccg ggaagtgcga tattagcacc 660
actctcccgce ccatcaccge tgacttcgac tgctccaaga tccaaagtac tattttcaga 720
ggttactatt ag 732
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

9

420

ADN
Desconocido

<223> secuencia sintética

<400>

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

<220>

9
gaagaaacct
aaagaggcag
gcgacggggc
tccgacatcg
aagctcccge
ccccaactte
aaagcacggt
10

309

ADN
Desconocido

gcgggactgt
agccgtcagc
cgcagagggt
acggggcact
ccattgacgt
cagtctctct

tggagagacc

<223> secuencia sintética

<400>

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

<220>

10

gaggaggctt
gaggaggcgg
gcgacgacgg
tccggtatca
ctcccgcecca

tactattag

11

28

ADN
Desconocido

gcgggaaagt
agccgtcggce
agcaggcgag
aaaatgaact

tcaccgccga

<223> cebador de oligonucledtido

<400>

1"

gcgcgaagaa acctgcggga ctgtagtg

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

12

30

ADN
Desconocido

ES 2384231713

agtgggagcg
ggggtgctge
gcacgcttgt
cgtcagcgag
caacatggac
ccgtcatggt

ccagattaga

ggtgcaggat
ggagtgctgc
ggaggcctgce
tgtcgccgag

cttcgactgc

ctgatgccgt
agcggcgcca
gagtgcatcc
gtccccaagce
tgcaagacac
cccgtcacgg

gttccgceccecce

ataatgccgt
agcggcacga
aagtgcatag
gtcccecggga

tccaagatcc

17

gcctgecegtt
aaagattgga
agaccgccat
actgcggcat
ttggagtggt
gcccaagtga

ccgcaccgga

gcctgcattt
aggggctgag
tgcgecgcecac
agtgcgatat

aaagtactat

cgtgcagggg
cggggagacg
gaagacctat
cgttgacagc
acctcggcaa
cceccgeccac

aaaagcctaa

cgtgcagggg
cgaggaggtg
gaagggcatc
tagcaccact

tttcagaggt

28

60

120

180

240

300

360

420

60

120

180

240

300

309
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<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 12

gcgggatecg gcetttttccg gtgegggggag

<210> 13

<211> 24

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> cebador de oligonucleétido

<400> 13

cgcggatccg aggaggcttg cggg

<210> 14

<211> 39

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 14

gcgggatcecc taatagtaac ctctgaaaat agtactttg

<210> 15

<211> 46

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> cebador de oligonucleétido

<400> 15

ES 2384231713

gcgcatatgc atcaccatca ccatcacgaa gaaacctgcg ggactg

18

30

24

39

46
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13.

14.
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REIVINDICACIONES

Proteina hibrida que consiste en alérgenos Par j 1 y Par j 2 mutados, opcionalmente separados por un
ligador, en la que:

a) la secuencia de Par j 1 es o bien SEQ ID NO:1 o bien una secuencia de una proteina que se produce de
manera natural idéntica a SEQ ID NO:1 en al menos el 95%,

y

en dicha secuencia de Par j 1, los residuos de Lys en las posiciones 23, 27, 41 y 66 de SEQ ID NO:1, o en
las posiciones correspondientes de dicha proteina que se produce de manera natural en las que estan
presentes residuos de Lys correspondientes en alineaciones de secuencias respectivas, se sustituyen por
aminoacidos neutros, polares o acidos;

b) la secuencia de Par j 2 es o bien SEQ ID NO:2 o bien una secuencia de una proteina que se produce de
manera natural idéntica a SEQ ID NO:2 en al menos el 95%,

y

en dicha secuencia de Par j 2, los residuos de Lys en las posiciones 19, 23, 27, 35, 41, 46, 73 y 78 de SEQ
ID NO:2, o en las posiciones correspondientes de dicha proteina que se produce de manera natural en las
que estan presentes residuos de Lys correspondientes en alineaciones de secuencias respectivas, se
sustituyen por aminoacidos neutros, polares o acidos;

c) las secuencias de Par j 1y Par j 2, tal como se defini6é anteriormente, pueden ubicarse indistintamente en
los extremos N o C terminales de la proteina hibrida, siempre que tengan orientacioén cabeza a cola;

d) si esta presente, dicho ligador consiste en de 1 a 8 aminoacidos.

Proteina hibrida segun la reivindicacion 1, en la que dichos residuos de Lys se sustituyen por aminoacidos
seleccionados de Ala, Gly, Pro, Leu, lle, Phe, Thr, Ser, GIn, Asn, Glu, Asp.

Proteina hibrida segun la reivindicacién 2, en la que dichos aminoacidos se seleccionan de Ala, Gly, Thr,
Ser, GIn, Asn, Glu, Asp.

Proteina hibrida segun la reivindicacién 1, en la que dicho ligador es un dipéptido.

Proteina hibrida segun la reivindicacién 1, en la que Par j 1 y Par j 2 se ubican en los extremos Ny C
terminales, respectivamente.

Proteina hibrida segun la reivindicacion 1, que tiene la secuencia SEQ ID NO:3.

Molécula de acido nucleico que codifica para una proteina hibrida segun las reivindicaciones 1-6.
Molécula de acido nucleico segun la reivindicacién 6, que tiene la secuencia SEQ ID NO: 8.
Vector de expresion que contiene la molécula de acido nucleico segun las reivindicaciones 7-8.
Célula huésped que contiene el vector segun la reivindicacion 9.

Composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de una proteina hibrida segun las
reivindicaciones 1-6 junto con excipientes y portadores farmacéuticamente aceptables.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 11, que esta en forma de una vacuna adecuada para la
inmunoterapia de enfermedades alérgicas.

Proteina hibrida segun las reivindicaciones 1-6, o composicion farmacéutica segun las reivindicaciones 11-
12, para el tratamiento preventivo o terapéutico de enfermedades alérgicas provocadas por el polen de
Parietaria judaica.

Proteina hibrida segun las reivindicaciones 1-6, o composicion farmacéutica segun las reivindicaciones 11-
12, para el tratamiento de asma bronquial alérgica o rinoconjuntivitis alérgica.

19
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Figura 1
1 139 142 244
SEQID NO: 4 Met-HHHHHH- Parj 1 -GS- Parj 2
1 139 142 244
SEQ lD NO‘ 3 MEt -HHHHHH- AEAET AukEarJ 1 ‘GS' Q‘mhmh!;’g,:!ﬂgﬂmﬁwsnﬂ
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Figura 2

Reactividad a IgE (a 450 nm)
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Figura 3

% de inhibicion

B Mezcla de

tipo natural

. |0SEQID NO: 4
£ Mezcla mutante

N SEQIDNO: 3
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Figura 4

Reactividad a lgG (A 450)
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Figura 5

% de inhibicién
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