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DESCRIPCION
Variantes del alérgeno mayor PHI P 1 de hierba timotea

La invencion se refiere a variantes del alérgeno mayor Phl p 1 de hierba timotea caracterizadas porque se puede
realizar una preparacion hasta ahora no posible de moléculas monoméricas, solubles en medios fisioloégicos y
estables con ayuda de sistemas de expresion procariotas y su posterior purificacién.

Antecedentes de la invenciéon

Las alergias del tipo 1 tienen importancia en todo el mundo. Hasta el 25% de la poblacién de los paises
industrializados sufre de dolencias, como rinitis alérgica, conjuntivitis o0 asma bronquial, provocadas por alérgenos
que se encuentran en el aire (aeroalérgenos), que son liberados por diferentes fuentes, como polen vegetal, acaros,
gatos o perros. Hasta el 40% de estos alérgicos de tipo 1 muestran ademas reactividad IgE (inmunoglobulina E)
especifica con alérgenos del polen de gramineas (Freidhoff y col., 1986, J. Allergy Clin. Immunol. 78, 1190-201).

Las sustancias desencadenantes de las alergias de tipo 1 son proteinas, glicoproteinas o polipéptidos. En personas
sensibilizadas, tras la absorcién a través de las mucosas estos alérgenos reaccionan con las moléculas IgE que
estan unidas a la superficie de los mastocitos. Cuando dos moléculas de IgE se enlazan a través de un alérgeno se
produce la liberacién de mediadores (p. €j., histamina, prostaglandinas) y citoquinas mediante las células efectoras
y con ello se desencadenan los correspondientes sintomas clinicos.

Dependiendo de la frecuencia relativa de alérgicos que presentan anticuerpos IgE contra determinados alérgenos,
se diferencia entre alérgenos mayores y menores. En el caso de la hierba timotea (Phleum pratense), se han
caracterizado hasta el momento Phl p 1 (Petersen y col., 1993, J. Allergy Clin. Immunol. 92, 789-796), Phl p 5
(Matthiesen y Lowenstein, 1991, Clin. Exp. Allergy 21, 297-307), Phl p 6 (Petersen y col., 1995, Int. Arch. Allergy
Immunol. 108, 49-54) y Phl p 2/3 (Dolecek y col., 1993) como alérgenos mayores y Phl p 4 (Lowenstein, 1978, Prog.
Allergy 25, 1-62), asi como los grupos 10 y 11 de Lolium perenne (Ansari y col., 1987, J. Allergy Clin. Immunol. 80,
229-235) como alérgenos menores.

Se ha clasificado el grupo 1 como uno de los grupos de alérgenos mas relevantes de polen de gramineas
(Tamborini, E. y col., Eur. J. Biochem. 1997, 249:886-894), al cual pertenece Phl p 1 de hierba timotea. Los demas
representantes del grupo 1 de otras gramineas presentan homologia parcial por encima del 95% con Phl p 1
(Petersen, A., y col., J. Allergy Clin. Immunol. 1995, 95: 987-994). A causa de la elevada homologia, en la
sensibilizaciéon con una graminea también aparecen reacciones en los alérgenos de otras especies con reactividad
cruzada. Por eso, estas moléculas tienen una gran importancia para las aproximaciones diagnésticas y
terapéuticas.

Para el uso terapéutico de estos alérgenos se utiliza la reaccién con células T auxiliares en las que se han
reorientado las células TH2 patolégicas a un tipo TH1. Con ello se consigue una modificacién del perfil de citoquina
de modo que se estimula la unién de células B con IgG en lugar de IgE.

La inmunoterapia especifica o hiposensibilizacién representa una aproximacion clasica al tratamiento terapéutico
eficaz de las alergias (Fiebig, 1995, Allergo J. 4 (6), 336-339, Bousquet y col., 1998, J. Allergy Clin Immunol. 102(4),
558-562). Asi, se inyectan de forma subcutdnea a los pacientes extractos de alérgenos naturales en dosis
crecientes.

No obstante, con este método existe el peligro de reacciones alérgicas o incluso de un choque anafilactico. Para
minimizar estos riesgos se emplean preparados innovadores en forma de alergoides. Se trata de extractos de
alérgenos modificados quimicamente que presentan una reactividad IgE claramente reducida, aunque presentan
idéntica reactividad frente a células T en comparacién con el extracto no tratado (Fiebig, 1995, Allergo J. 4 (7), 377-
382).

Seria posible una optimizacidon aun mas amplia de la terapia con alérgenos preparados de forma recombinante.
Cécteles definidos, dado el caso ajustados a pacientes individuales, de alérgenos recombinantes de elevada pureza
podrian reemplazar a los extractos de fuentes de alérgenos naturales, ya que éstos, aparte de los diferentes
alérgenos, contienen una gran cantidad de proteinas acompafantes inmunogénicas pero no alergénicas.

Perspectivas realistas, que podrian conducir a una hiposensibilizacion segura con productos de expresion, ofrecen
alérgenos recombinantes mutados dirigidos en los cuales se han eliminado de forma especifica epitopos IgE, sin
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perjudicar a los epitopos de células T esenciales para la terapia (Schramm y col., 1999, J. Immunol. 162, 2406-
2414).

Otra posibilidad para influenciar terapéuticamente sobre el equilibrio alterado de células T auxiliares en los alérgicos
es el tratamiento con ADN capaz de expresarse que codifica para los alérgenos relevantes. Las primeras pruebas
experimentales de la influencia alergenoespecifica de la respuesta inmune se obtuvieron en roedores mediante la
inyeccion de ADN codificante de alérgeno (Hsu y col., 1996, Nature Medicine 2 (5), 540-544).

En el caso de Phl p 1, se trata de una proteina de 240 aminoacidos y un punto de glicosilacion N. La proporcion de
glicosilaciéon asciende a un 5% del peso molecular, el cual en el caso de la proteina natural asciende a
aproximadamente 30-35 kDa (Petersen y col., Allergy Clin. Immunol. 1995, 95: 987-994; Suck y col., J. Immunol.
Meth. 1999, 229:73-80).

Se conoce la secuencia de acidos nucleicos de Phl p 1 (Laffer y col., J. Allergy Clin Immunol. 1994, 94: 689-698;
Petersen y col., J. Allergy Clin. Immunol., 1995; 95: 987-94) y, por tanto, puede utilizarse para la preparacion
recombinante de la molécula.

No obstante, los anteriores intentos de preparacion recombinante de la molécula en sistemas bacterianos o
eucariotas, como p. €j. levaduras, de modo que se obtenga una forma monomérica estable no han tenido éxito a
causa de su falta de solubilidad.

En el caso de la expresion bacteriana, Phl p 1 se deposita en forma de cuerpos de inclusion (inclusion bodies)
(Vrtala y col., J. Allergy Clin. Immunol., 1996; 97: 781-7) y debe desnaturalizarse al principio antes de la purificacion.
A continuacion, se extrae el medio desnaturalizante. Sin embargo, hasta ahora no se ha podido conseguir un
replegamiento completo de la proteina en la conformacion soluble natural (Andersson, Lidholm, Int. Arch. Allergy
Immunol. 2003;130:87-107).

Un posible motivo de impedimento para la formacién de una conformacion estable podria haber sido la ausencia de
la glicosilacion. Sin embargo, no se obtuvo ningiin Ph p 1 estable ni en sistemas eucariotas, en los que es posible la
glicosilacion (K. Grobe, Tesis doctoral, 1998, Universidad de Hamburgo).

Por el contrario, como una causa de la nula solubilidad se supone una actividad proteolitica que conduce a la
autodegradacion de la molécula (Grobe y col., Eur. J. Biochem. 1999; 263: 33-40; Kirsten Gehlhar, Tesis doctoral,
1998, Universidad de Medicina de Libeck, Alemania). Ademas, como causa de la agregacion también entran en
consideracion interacciones hidrof6bicas entre las moléculas.

Por consiguiente, el objetivo en el que se basa la presente invencién consiste en la preparaciéon de variantes del
alérgeno mayor Phl p 1 de hierba timotea que se caracterizan por una solubilidad mejorada con el mantenimiento
de las caracteristicas inmunolégicas significativas desde un punto de vista terapéutico y diagnéstico y que pueden,
por tanto, purificarse de una forma farmacéuticamente apropiada.

Figuras

Figura 1. SDS-PAGE de nPhl p 1 (n=natural) de tipo salvaje, asi como de las variantes de plegamiento LM y HM de
las variantes de alérgeno rPhl p 1-A236C (r = recombinante) en condiciones reductoras (en presencia de ditiotreitol
DTT) y no reductoras (sin DTT).

Trayectoria 1: Patrones de peso molecular (10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 160, 220 kDa, Bench
Mark Protein Ladder, Invitrogen, Karlsruhe, Alemania)

Trayectoria 2: Extracto de polen de Phleum pratense
Trayectoria 3: nPhlp 1

Trayectoria 4: rPhl p 1-LM

Trayectoria 5: rPhl p 1-HM

Figura 2: Filtracién en gel con rPhl p 1-HM y rPhl p 1-LM en una columna Sephacryl S100.
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La figura muestra que ambas variantes de plegamiento presentan distintos pesos moleculares aparentes.

Figura 3: Enzym-Allergo-Sorbent-Test (EAST) para la cuantificacion de la unién a IgE de las variantes de
plegamiento rPhl p 1-A236C -LM y -HM

En el eje horizontal se indica la concentracién de un inhibidor de la unién entre IgE y nPhl p 1 en mol/l, en el eje
vertical se indica el grado de la inhibiciéon en [%)]. La medida se realizé con nPhl p 1 en la fase sélida y un suero
tipico de un alérgico al polen de gramineas.

Descripcion detallada de la invencion

Sorprendentemente, ahora se ha descubierto que la introduccion de un resto cisteina adicional, preferentemente en
la parte carboxi-terminal (en especial a partir de la posicién de aminoacido 140, muy preferiblemente entre las
posiciones de aminoacido 230 y 240) de la molécula provoca una solubilidad mejorada segun la invencion con una
actividad frente a IgE y reactividad frente a células T no modificadas.

La invencion, por tanto, se refiere a variantes del alérgeno mayor de Phl p 1 de hierba timotea que presentan,
respecto al tipo salvaje, un resto Cys adicional en una posicién de aminoacido superior a la posicion 140.

Ademas, la invencién se refiere a un procedimiento para la preparacion de las variantes segun la invencion del
alérgeno mayor recombinante rPhl p 1 caracterizado porque se introduce en el gen Phl p 1 segin métodos ya
conocidos mediante insercidon o intercambio un triplete de bases que codifica para un resto Cys, el gen asi
modificado se sobreexpresa en un organismo huésped y la variante de alérgeno obtenida mediante sobreexpresion
se purifica.

La preparacion recombinante procariota y la purificaciéon pueden llevarse a cabo con o sin una parte de fusion
introducida por ingenieria genética y produce siempre los mismos productos. Si se emplea una parte de fusién, se
trata preferentemente de una etiqueta His. Los procedimientos de purificacion varian en funcion del vector o sistema
de expresion.

Asimismo, la presente invencidon comprende una secuencia primaria modificada selectivamente del alérgeno
recombinante rPhl p 1 que posibilita su preparacion recombinante en sistemas de expresion bacterianos u otros y la
posterior purificacion.

Por tanto, también son objeto de la invencion moléculas de ADN que codifican para las variantes de alérgeno segun
la invencion.

Las proteinas recombinantes son autoproteoliticamente inactivas y, por tanto, pueden almacenarse en forma
monomérica estable en soluciones fisiologicas, tamponadas o, segun la aplicaciéon, en otras soluciones. La
estimulacién de células T no muestra diferencias significativas entre Phl p 1 recombinante y natural.

Por tanto, las variantes de alérgeno recombinantes y los fragmentos o variantes derivados pueden emplearse para
la terapia de enfermedades alérgicas inducidas por polen de gramineas.

A causa de esta idoneidad farmacéutica, la presente invencion se refiere a las nuevas variantes de alérgeno
también en su calidad de medicamento.

Asimismo, las variantes de alérgeno y los fragmentos preparados de forma recombinante se pueden emplear en el
diagnostico de alergias al polen.

En la preparacion del alérgeno mayor Phl p 1 de hierba timotea modificado por ingenieria genética, el intercambio
de aminoéacidos se consigue mediante intercambio de nucleétidos dirigido, por ejemplo mediante PCR. En una
forma de realizacion especialmente preferida, en el mutante rPhl p 1-A236C segin SEC ID N° 2 la alanina de la
posicion 236 se intercambia por cisteina. No obstante, el punto de intercambio puede también encontrarse en otro
punto cualquiera de la molécula. Normalmente, sin embargo, se localiza en la parte C-terminal de la molécula,
preferentemente a partir de la posicion 140, en particular entre las posiciones 230 y 240.

Como consecuencia del intercambio se elimina al mismo tiempo la actividad proteolitica conocida para Phi p 1.
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Como otro efecto inesperado, en el aislamiento y la purificacion de la molécula segun la invencion aparecen dos
variantes de plegamiento que pueden separarse completamente entre ellas.

Mientras que una variante de conformacién, denominada rPhl p 1-LM (LM = bajo peso molecular, por sus siglas en
inglés), a causa de su comportamiento de elucién similar o idéntico en el SDS-PAGE no reductor (Fig. 1) y la
filtracién en gel (p. €j., en Sepharcryl S-100, cf. Fig. 2) se comporta de forma muy similar a la proteina natural, la
segunda variante, denominada rPhl p 1-HM (HM = elevado peso molecular, por sus siglas en inglés) presenta otra
forma de plegamiento. También la reactividad IgE es distinta. Mientras que rPhl p 1-LM presenta una reactividad
comparable a la de la proteina natural, rPhl p 1-HM no se une tan bien a anticuerpos IgE y es adecuada en
determinada cantidad para la inmunoterapia especifica debido a su hipoalergenizidad.

Sin embargo, en principio ambas formas de plegamiento son adecuadas tanto para aplicaciones terapéuticas como
diagnésticas.

Por consiguiente, ademas, son objeto de la invencién formas de plegamiento distintas de la variante de alérgeno
rPhl p 1 segun la invencion y su uso para fines terapéuticos y diagndsticos.

Ambas variantes de plegamiento son mondémeros estables facilmente solubles y no tienen una actividad
proteolitica/autoproteolitica demostrable.

Las variantes de alérgeno segun la invencion pueden obtenerse, por ejemplo, tras los dos procedimientos de
preparacion que se esbozan a continuacion, con o sin parte de fusion artificial:

1) Expresion con parte de fusion artificial (etiqueta His)

En caso de emplear una etiqueta His, la purificacion de la proteina cruda al principio insoluble se lleva a cabo
mediante varias etapas de separacién bioquimica que comprenden una o varias etapas de cromatografia de
afinidad con quelato de i6n metéalico y la disociacién de la etiqueta His. Para la purificacion previa y posterior
pueden entrar en accion otras cromatografias distintas, asi como etapas de desnaturalizacién y renaturalizacion.

Preparacion de la forma de plegamiento rPhl p 1-LM:

- desnaturalizacion de los cuerpos de inclusién aislados del organismo huésped con cloruro de guanidinio,
- renaturalizacion de la proteina disuelta en una cromatografia en columna de afinidad con quelato,

- disociacion de la etiqueta His,

- primera filtracion en gel,

- cromatografia de afinidad con quelato,

- aislamiento de la proteina objetivo en el flujo, segunda y Ultima filtracién en gel.

La otra forma de plegamiento - rPhl p 1-HM — puede obtenerse mediante la realizacion de las siguientes etapas del
procedimiento en el caso de esta variante de purificacion:

- desnaturalizacion de los cuerpos de inclusién aislados del organismo huésped con cloruro de guanidinio,
- renaturalizacion de la proteina disuelta en una cromatografia en columna de afinidad con quelato,

- disociacion de la etiqueta His,

- primera filtracion en gel,

- cromatografia de afinidad con quelato,

- elucion de la proteina objetivo con un gradiente de imidazol,
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- segunda y ultima filtracién en gel.
2) Expresion sin parte de fusién (sin etiqueta His)

- Desnaturalizacién de los cuerpos de inclusién aislados del organismo huésped con cloruro de guanidinio en la
que, como se describe mas abajo, se obtiene una u otra forma de plegamiento en funcién del tiempo de
desnaturalizacion.

- Renaturalizacién de la proteina disuelta mediante dilucion en una solucién tampén, en la que se emplea
preferentemente Tris/HCI 20-50 mM pH 7-8 , aunque también son posibles otros tampones y valores de pH (p. €j.,
7-10,5). Para la dilucién, se afiade preferentemente la mezcla desnaturalizante a un mdltiplo de su volumen (por
ejemplo, aproximadamente 10 a 80 veces, preferentemente de 20 a 60 veces) de la soluciébn tampdn
preferentemente agitada o entremezclada de otro modo —por ejemplo mediante decantacién, uso de pipetas o de
bombas- dado el caso; no obstante, la solucion tampon también puede afiadirse a la mezcla desnaturalizante. La
velocidad de la adicion no es critica: asi que la cantidad total puede afiadirse de golpe en pocos segundos o
(preferentemente aunque no obligatoriamente) distribuida uniformemente a lo largo de varias horas.

- Concentracion y purificacién de la proteina renaturalizada mediante cromatografia de afinidad con quelato y a
continuacion elucion con un gradiente de imidazol (se utiliza preferentemente un gradiente por etapas, aunque es
igualmente posible un gradiente continuo). Alternativamente o adicionalmente a la cromatografia de afinidad con
guelato, opcionalmente también puede realizarse una cromatografia de interaccién hidrofébica y/o una
cromatografia de intercambio aniénico (las moléculas deben tratarse completamente cromatograficamente).

- Filtracion en gel final.

Las formas de plegamiento alternativas estables LM y HM pueden obtenerse asi de modo selectivo con una
contaminacion cruzada minima mediante distintos tiempos de incubacion en la etapa de desnaturalizacion. Para su
preparacion la forma LM puede incubarse en principio entre aproximadamente 1 y 50 horas. Sin embargo,
normalmente oscila en un intervalo de entre 10 y 40 horas, preferentemente de 15 a 30, en el que un intervalo de 18
a 22 horas es especialmente preferido.

Para la variante HM se necesitan tiempos de incubacion claramente mas prolongados. Se encuentran en el orden
de magnitud de 60 a 120 horas. Habitualmente, no obstante, se incuba entre 70 y 100 horas, en especial se prefiere
moverse en un intervalo de 80 a 90 horas.

En cualquier caso, a la etapa de desnaturalizacién sigue la etapa de dilucién anteriormente descrita con solucion
tampon.

El intervalo intermedio (aprox. de 50 a 60 horas) representa la fase de transformacion. Mediante la etapa de
dilucion, el proceso de plegamiento aparentemente se fija, sin tener lugar ninguna otra cinética.

La purificacion para la separacion de LM y HM es posible mediante una cromatografia de interaccién hidrofobica o
se consigue mediante filtracién en gel, en la cual las formas tienen unos tiempos de retencién claramente distintos.

Las variantes de alérgeno segun la invencion pueden obtenerse con una pureza elevada en sus variantes de
plegamiento LM y HM y tienen valiosas propiedades farmacéuticas relevantes. De este modo pueden emplearse en
forma de mezcla y también por separado en el diagnéstico (en particular rPhl p 1-LM debido al mantenimiento de la
actividad IgE) y la terapia (en particular rPhl p 1-HM debido a la actividad IgE reducida) de enfermedades alérgicas.

Por consiguiente, la invencion se refiere igualmente al uso de las variantes de alérgeno y/o sus derivados
farmacéuticamente aplicables, incluidas sus mezclas en todas proporciones, para la preparacion de un
medicamento para la inmunoterapia especifica (hiposensibilizacién), asi como para el diagndstico de alergias en
cuya activacion participa el alérgeno mayor Phl p 1 de hierba timotea.

Ademas, es objeto de la invencién una preparacion farmacéutica que contenga una variante de alérgeno segun la
invencion y/o sus derivados farmacéuticamente aplicables, incluidas sus mezclas en todas proporciones, asi como,
dado el caso, excipientes y/o coadyuvantes. Asi, los principios activos segln la invencién pueden mezclarse con al
menos un excipiente o coadyuvante sélido, liquido y/o semiliquido y, dado el caso, combinarse con uno o varios
principios activos diferentes en una forma de dosificacion adecuada.
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Si las moléculas de ADN en las que se basan las variantes de alérgeno segun la invencién se ligan con un vector
de expresion adecuado, estas estructuras pueden emplearse ademas como preparados para una inmunoterapia
(vacunacion con ADN).

Por consiguiente, es igualmente objeto de la invencion un vector de expresion de ADN recombinante, que contenga
una molécula de ADN segun la invencién, para el tratamiento de alergias en cuya activacion participa el alérgeno
mayor Phl p 1 de hierba timotea mediante vacunacion inmunoterpéutica con ADN.

Asimismo, es objeto de la invencion el uso de dicho vector de expresion y/o sus derivados, incluidas sus mezclas en
todas proporciones, para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de alergias en cuya activacion
participa el alérgeno mayor Phl p 1 de hierba timotea mediante vacunacion inmunoterapéutica con ADN.

Por ultimo, es objeto de la invencion una preparacion farmacéutica que contenga dicho vector de expresion y/o sus
derivados farmacéuticamente aplicables, incluidas sus mezclas en todas proporciones, asi como, dado el caso,
excipientes y/o coadyuvantes, para el tratamiento de alergias en cuya activacion participa el alérgeno mayor Phip 1
de hierba timotea mediante vacunacién inmunoterapéutica con ADN.

En el sentido de esta invencidn, estas preparaciones farmacéuticas pueden utilizarse como agentes terapéuticos en
medicina humana o veterinaria. Se tienen en consideracién como excipientes sustancias organicas o inorganicas
que son apropiadas para la aplicacion parenteral y que no reaccionan con las variantes de alérgeno del alérgeno
mayor Phl p 1 de hierba timotea segln la invencion. Para la aplicaciéon parenteral se emplean en particular
soluciones, preferiblemente soluciones oleosas 0 acuosas, otras suspensiones, emulsiones o implantes. Las
variantes de alérgeno segun la invencién también pueden someterse a liofilizacién y el producto liofilizado obtenido
puede emplearse, por ejemplo, para la elaboracién de preparaciones inyectables. Las preparaciones mencionadas
pueden esterilizarse y/o contener coadyuvantes, como lubricantes, conservantes, estabilizadores y/o humectantes,
emulsionantes, sales para influir sobre la presién osmotica, tampones y/o varios principios activos diferentes.

Ademas, mediante la formulacién correspondiente de las variantes de alérgeno segun la invencién se pueden
obtener preparados de depdésito, por ejemplo mediante adsorcion en hidréxido de aluminio.

De por si, en las mutaciones segun la invencion también son posibles otras modificaciones puntuales en otras
posiciones, asi como otras modificaciones, por ejemplo para aumentar la hipoalergenicidad. Estas modificaciones
pueden tratarse, por ejemplo, de modificaciones quimicas del extracto de alérgeno (Fiebig, 1995, Allergo J. 4 (7),
377-382). Aunque también se pueden realizar por ingenieria genética a nivel de ADN, entrando en consideracion p.
ej. inserciones, deleciones e intercambios de aminoacidos, roturas de la proteina en fragmentos, asi como fusiones
de la proteina o sus fragmentos con otras proteinas o péptidos.

En vista a la elevada homologia de secuencia dentro de los alérgenos mayores del polen de gramineas del grupo 1,
se esperan todos los efectos aqui descritos para Phl p 1 referidos a la mejora de la solubilidad mediante la
introduccion de un resto cisteina y la aparicion de variantes de plegamiento también para otros representantes de
este grupo.

Por eso, incluso sin otras explicaciones, se asume que un especialista puede utilizar la descripcion anterior en el
alcance mas amplio. Por eso, las formas de realizacién descritas a continuacién a modo de ejemplo para la variante
rPhl p 1-A236C segun las tablas 1 y 2 deben interpretarse solamente como una publicacién descriptiva, en ningin
caso limitante de cualquiera de las maneras.

Todos los materiales de cromatografia son distribuidos comercialmente por la empresa Amersham Biosciences
(Freiburg, Alemania).

En las cromatografias de afinidad con quelato descritas, la eleccion del ion metdlico no es critica, puede emplearse
tanto Ni como Cu.

Ejemplo 1: Obtencién de rPhl p 1-A236C-LM y —HM
- Variante de purificacion con etiqueta His

La secuencia codificante para Phl p 1 se amplificé con oligonucleétidos especificos 5’ y 3' mediante PCR y se ligo a
un vector pProEx (GIBCO, La Jolla, EE.UU.) sobre los sitios de corte Ehe | y Hind lIl. El cebador 3’ se modificé en la
posicion de bases 706/707 de GC a TG de modo que a partir de un triplete que codifica para alanina se origina uno
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gue codifica para cisteina. La transformacion se realiz6 en E. coli Origami. El vector de partida escogido pProEx
proporciona la secuencia 6xHis localizada en el extremo N-terminal, seguida de una secuencia de reconocimiento
para la proteasa TEV.

Las moléculas rPhl p 1-A236C etiquetadas con 6xHIS primarias recombinantes que tras la expresion bacteriana
estan presentes como agregados insolubles, se disuelven tras pre-purificacion con cloruro de guanidinio (GdmCI)
6M, Tris/HCI 50 mM, NaCl 500 mM, pH 8,0. Sigue una cromatografia de afinidad quelato de Ni en dos etapas:

En una primera etapa, las proteinas enlazadas a sefarosa quelante bajo condiciones desnaturalizantes se
transfieren mediante un gradiente durante 90 min desde la solucion desnaturalizante a un tampdn consistente en
tampon fosfato 50 mM y NaCl 500 mM (pH 7,4). Sigue una elucion por etapas con imidazol 500 mM en tampoén
fosfato. La proteina de fusién renaturalizada se disocia mediante una proteasa especifica TEV en rPhl p 1y la parte
de fusion 6xHis.

Para la preparacion de una segunda cromatografia de afinidad, se lleva a cabo una filtracion en gel con Sephadex
G-25 y tampon fosfato como medio de elucién, mediante la cual se elimina el imidazol.

La mezcla de proteinas con el tampdén intercambiado se introduce ahora en una segunda cromatografia de afinidad
con quelato de Ni. Asi se obtiene una parte del rPhl p 1 disociada satisfactoriamente en el flujo. Se trata en este
caso de la forma LM de la molécula. En la columna se queda enlazada, junto con las moléculas no disociadas, la
variante de conformacién HM, aparentemente debido a los restos histidina expuestos. Estas variantes disociadas se
eluyen en un gradiente de imidazol antes que las proteinas de fusion no disociadas, con lo cual también se puede
obtener esta forma con una elevada pureza. En una ultima etapa, se lleva a cabo una filtracion en gel con Superdex
75 para la purificacion final y la transferencia a un disolvente deseado.

Tab.1 Resumen de los procedimientos de preparaciéon y purificacién segun la invencion con el uso de una
etiqueta His

1. Expresion

2. Aislamiento de los cuerpos de inclusién

3. Desnaturalizacion

4. Cromatografia de afinidad 1 con quelato de Ni (renaturalizacion)

5. Disociacion de la etiqueta His

6. Filtracion en gel (Sephadex G-25)

7. Cromatografia de afinidad 2 con quelato de Ni: Flujo: rPhl p 1-LM
Eluato: rPhl p 1-HM ,

Proteina de fusion His-rPhl p 1no disociada

8. Filtracion en gel (Superdex 75)

Ejemplo 2: Obtencién de rPhl p 1-A236C-LM y —HM
- Variante de purificacion sin etiqueta His

En primer lugar se procede segun el ejemplo 1, donde, no obstante, el vector escogido no produce ninguna proteina
de fusién como producto principal.

Ahora las moléculas rPhl p 1-A236C primarias recombinantes que tras la expresién bacteriana estan presentes
como agregados insolubles, se disuelven tras la pre-purificacién con cloruro de guanidinio (GdmCI) 6M, Tris/HCI 50
mM, NaCl 500 mM, pH 8,0. Sigue una dilucién de 40 veces en Tris 20 mM pH 8,0. Para ello se decanta la solucion
desnaturalizante en la solucién diluyente agitada con un agitador magnético.

a) Preparacion de la forma LM
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Los cuerpos de inclusion se incuban 20 h en la solucién desnaturalizante y a continuacion se diluyen como se ha
descrito arriba.

b) Preparacion de la forma HM

Los cuerpos de inclusion se incuban 85 h en la solucién desnaturalizante y a continuacién se diluyen como se ha
descrito arriba.

A la correspondiente mezcla de dilucién (renaturalizacién) se afiade NaCl 500 mM. Las moléculas disueltas en la
mezcla renaturalizante se concentran mediante una cromatografia de afinidad con quelato de Cu y se eluyen con
imidazol 200 mM en tampén fosfato en una etapa (o gradualmente mediante imidazol 500 mM en tampén fosfato).

Opcionalmente, la cromatografia de afinidad con quelato puede emplearse antes de la elucién de la proteina para el
condicionamiento de modo que, por ejemplo, se emplee una solucién de NaCl 3 M para lavar y una solucion de
imidazol 200 mM y NaCl 3 M para eluir. Entonces, el eluato con elevado contenido en sales puede emplearse
directamente en una cromatografia de interaccién hidrofébica.

En una Ultima etapa, se lleva a cabo una filtracion en gel con Superdex 75 para la purificacion final y la transferencia
a un disolvente deseado.

Tab. 2 Resumen de los procedimientos de preparacion y purificaciéon segun la invencién sin el uso de una etiqueta
His

1. Expresién
2. Aislamiento de los cuerpos de inclusion

3. Desnaturalizacién Duracion 20 h: LM
Duracion 85 h: HM

4. Dilucion
5. Cromatografia de afinidad con quelato de Cu

6. Filtracion en gel (Superdex 75)

Ejemplo 2: Uniones a IgE distintas del tipo salvaje a  si como de las variantes de plegamiento LM yHM de la
variante de alérgeno rPhl p 1-A236C

En un ensayo de inhibicién EAST realizado segin Suck y col. (Int. Arch. Allergy Immunol. 2000; 121: 284-291) con
una mezcla de suero de alérgicos se comparan entre si nPhl p 1 natural y las variantes HM y LM de rPhl p 1
recombinantes en relacion a la intensidad de su unién a IgE (Fig. 3). Se muestra que la variante HM presenta una
unioén a IgE claramente reducida respecto a la proteina Phl p 1 natural, mientras que la variante LM presenta una
unién a IgE comparable a la proteina Phl p 1 natural.
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REIVINDICACIONES

Variante del alérgeno mayor Phl p 1 de hierba timotea caracterizada porque presenta un resto Cys adicional
respecto al tipo salvaje en una posicion de aminoacido superior a 140, caracterizada porque el tipo salvaje
presenta una secuencia de aminoacidos que corresponde a SEC ID N° 2, en la que esta secuencia de
aminoacidos del tipo salvaje es, no obstante, distinta a la secuencia de aminoéacidos segiin SEC ID N° 2 en la
gue presenta un resto Ala en la posicion de aminoéacido 236.

Variante de alérgeno segun la reivindicacion 1, caracterizada porque se encuentra un resto Cys adicional entre
las posiciones de aminoacido 230 y 240.

Variante de alérgeno segun la reivindicacién 1 o 2 caracterizada porque el resto Cys adicional procede de un
intercambio de aminoacido.

Variante de alérgeno rPhl p 1-A236C segun SEC ID N° 2 segun una o varias de las reivindicaciones de la 1 a
la 3 caracterizada porque el resto Cys adicional se ha introducido mediante el intercambio de Ala 236.

Molécula de ADN que codifica para una variante de alérgeno segun una o varias de las reivindicaciones de la
lalad4.

Molécula de ADN segun SEC ID N° 1 que codifica para la variante de alérgeno segun la reivindicacion 4.

Procedimiento para la preparacion de una variante del alérgeno mayor rPhl p 1 segin una o varias de las
reivindicaciones de la 1 a la 4 caracterizado porque segun los métodos ya conocidos

- se introduce en el gen correspondiente un triplete de bases mediante insercion o intercambio que codifica
para un resto Cys,

- el gen asi modificado se sobreexpresa en un organismo huésped y
- se purifica la variante de alérgeno obtenida mediante sobreexpresion.

Procedimiento para la preparacion y purificacion de una variante del alérgeno mayor recombinante rPhl p 1
segun la reivindicacion 7 en forma soluble, caracterizado porque al inicio la proteina cruda insoluble se
desnaturaliza, a continuacién se renaturaliza mediante dilucién y se purifica mediante etapas de purificacion
bioquimicas.

Procedimiento para la purificacion de una variante del alérgeno mayor recombinante rPhl p 1 segun la
reivindicacion 7 en forma soluble, caracterizado porque partiendo de la proteina inicialmente insoluble
sobreexpresada provista de una etiqueta His con fines de purificacion se realizan varias etapas de purificacion
bioquimica que incluyen una cromatografia de afinidad con quelato de iones metalicos en dos etapas y la
disociacion de la etiqueta His.

Variante de alérgeno seglin una o varias de las reivindicaciones de la 1 a la 4, caracterizada porque se
presenta en distintas formas de plegamiento.

Forma de plegamiento rPhl p 1 -LM de la variante de alérgeno segln una o varias de las reivindicaciones de la
1 ala 4 que se obtiene mediante la realizacién de las siguientes etapas del procedimiento:

- Sobreexpresién de la variante de alérgeno rPhl p 1 provista de una etiqueta His en un organismo huésped
- Desnaturalizacion de los cuerpos de inclusion aislados del organismo huésped con cloruro de guanidinio
- Renaturalizacién de la proteina disuelta en una columna cromatografica de afinidad con quelato

- Disociacion de la etiqueta His

13



10

15

20

25

30

35

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

ES 2400 181 T3

- Filtracion en gel

- Nueva cromatografia de afinidad con quelato
- Aislamiento de la proteina objetivo del flujo

- Filtracion en gel

Forma de plegamiento rPhl p 1 -HM de la variante de alérgeno segun una o varias de las reivindicaciones de la
1 ala 4 que se obtiene mediante la realizacién de las siguientes etapas del procedimiento:

- Sobreexpresién de la variante de alérgeno rPhl p 1 provista de una etiqueta His en un organismo huésped
- Desnaturalizacion de los cuerpos de inclusion aislados del organismo huésped con cloruro de guanidinio
- Renaturalizacién de la proteina disuelta en una columna cromatografica de afinidad con quelato

- Disociacion de la etiqueta His

- Filtracion en gel

- Nueva cromatografia de afinidad con quelato

- Elucién de la proteina objetivo con un gradiente de imidazol

- Filtracion en gel

Variante de alérgeno segun una o varias de las reivindicaciones de la 1 ala 4 y de la 10 a la 12 como
medicamento.

Uso de una variante de alérgeno segun la reivindicacién 13 y/o sus derivados farmacéuticamente aplicables,
incluidas sus mezclas en todas proporciones, para la preparacion de un medicamento para la inmunoterapia
especifica de alergias en cuya activacion participa el alérgeno mayor Phl p 1 de hierba timotea.

Preparacion farmacéutica que contenga una variante de alérgeno segun la reivindicacion 13 y/o sus derivados
farmacéuticamente aplicables, incluidas sus mezclas en todas proporciones, asi como, dado el caso,
excipientes y/o coadyuvantes.

Uso de una variante de alérgeno segun una o varias de las reivindicaciones delalalad4ydelal0ala12y/o
sus derivados, incluidas sus mezclas en todas proporciones, para el diagndstico in vitro de alergias en cuya
activacion participa el alérgeno mayor Phl p 1 de hierba timotea.

Vector de expresion de ADN recombinante que contiene una molécula de ADN segun la reivindicacion 7 o 8
para el tratamiento de alergias en cuya activacion participa el alérgeno mayor Phl p 1 de hierba timotea
mediante la vacunacion inmunoterapéutica con ADN.

Uso del vector de expresion segun la reivindicacién 17 y/o sus derivados, incluidas sus mezclas en todas
proporciones, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de alergias en cuya activacién
participa el alérgeno mayor Phl p 1 de hierba timotea mediante vacunacion inmunoterapéutica con ADN.

Preparacion farmacéutica que contiene un vector de expresion segln la reivindicacion 17 y/o sus derivados
farmacéuticamente aplicables, incluidas sus mezclas en todas proporciones, asi como, dado el caso,
excipientes y/o coadyuvantes, para el tratamiento de alergias en cuya activacion participa el alérgeno mayor
Phl p 1 de hierba timotea mediante vacunacién inmunoterapéutica con ADN

14
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Figura 1:

SDS-PAGE de nPhl p 1, rPhl p 1-LM y rPhl p 1-HM

N
(T
>
3
[
N
w
I

+DTT -DTT

15




ES 2400 181 T3

Figura 2: Filtracion en gel de rPhl p 1-HM y rPhl p 1-LM
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Figura 3:

Ensayo de inhibicion EAST de las variantes de plegamiento rPhl p 1-T236C-LM y -HM
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