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DESCRIPCION
Variantes hipoalergénicas del alérgeno principal del polen de abedul.

La presente invencién proporciona variantes de secuencias hipoalergénicas de la proteina Bet v 2, moléculas de
acido nucleico que las codifican, composiciones farmacéuticas que contienen las mismas y su uso en la profilaxis y
terapia de enfermedades alérgicas causadas por el polen de plantas de la especie Betula verrucosa.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las alergias son causadas por una disfuncién en el sistema inmune, que reacciona a las proteinas inocuas
contenidas en el polen, los acaros, epitelios y ciertos alimentos mediante la produccién de anticuerpos de clase IgE.

Datos recientes indican que mas del 10% de la poblacion en los paises occidentales sufre de esta enfermedad,
cuyos sintomas pueden deteriorarse con el tiempo dando lugar a, por ejemplo, asma o una sensibilizacion a otros
alérgenos haciendo asi mas dificil la eleccion de la terapia apropiada.

La inmunoterapia hiposensibilizante especifica (SIT), a diferencia de la terapia farmacoldgica, es el Unico tratamiento
etiologico de  enfermedades alérgicas capaz de cambiar favorablemente los parametros inmunolégicos
caracteristicos de este tipo de enfermedades.

La inmunoterapia hiposensibilizante consiste en la administracion de dosis crecientes de extractos normalizados
(vacunas) obtenidos a partir de la misma sustancia que causa la enfermedad (1). De esta manera, se induce
gradualmente una especie de tolerancia inmunoldgica a dicha sustancia en el paciente con la desaparicion posterior
de los sintomas alérgicos.

Sin embargo, el riesgo de provocar efectos secundarios graves (2), aunque notablemente reducidos con el uso de
las vacunas de liberacion lenta o vacunas administradas a través de rutas alternativas a la inyeccion, de hecho ha
limitado la aplicacion de la inmunoterapia hiposensibilizante especifica en el tratamiento de enfermedades alérgicas.

En los Ultimos afios, la atencién se ha centrado en el desarrollo de vacunas mas seguras, eficaces, en particular las
vacunas que consisten de proteinas recombinantes mutagenizadas, es decir, variantes hipoalergénicas capaces de
influir favorablemente en la progresién natural de la enfermedad sin causar efectos secundarios no deseados (3).

Uno de los factores beneficiosos de la SIT es la induccién si los anticuerpos IgG especificos para el alérgeno
sensibilizante. Estos anticuerpos (protectores) pueden inhibir la unién antigeno-IgE, especificamente la unién de IgE
al antigeno Bet v 2, alterando la configuracién tridimensional de las moléculas (4,5). El desarrollo de vacunas que
contienen proteinas recombinantes hipoalergénicas con propiedades inmunogénicas inalteradas puede mejorar el
enfoque terapéutico de las enfermedades alérgicas.

El polen de las plantas taxondmicamente conocidas como Fagales (abedul, aliso, avellano, roble, carpe) es una de
las causas mas importantes de rinitis alérgica y asma en las regiones templadas. Los dos alérgenos principales de
polen de abedul, Bet v 1 (ADNc depositada en el GenBank con num. de acceso X15877) y Bet v 2 (nim. M65179)
son proteinas con peso molecular de 17 y 14 kD, respectivamente (6, 7). El Bet v 2 pertenece a la familia profilina,
que son proteinas citoplasmaticas ubicuas implicadas en la regulacion del citoesqueleto de la célula eucariota. Estas
interactian especificamente con al menos dos (macro)moléculas celulares, o sea, la fosfatidilinositol-4,5-bifosfato,
impidiendo de este modo la hidrdlisis de este acido graso por la fosfolipasa C-y (8), y la actina, modulando su
polimerizacion (9). La alta expresion de profilinas en el polen maduro y germinativo sugiere su implicacion en la
regulacion de los precursores de microfilamentos que intervienen en el proceso de germinacion (10). Las profilinas
se identificaron como alérgenos en el polen de muchas plantas arbéreas y herbaceas y en muchas frutas y verduras
y por lo tanto se definieron 'pan-alérgenos', a pesar del hecho de que se encuentran en sélo 20% de los pacientes
alérgicos al polen (11, 12).

La alta homologia de secuencia, superior al 60% en la mayoria de profilinas de plantas de diverso origen, causa la
sensibilizacion cruzada no sélo con el polen de plantas botanicamente correlacionadas (13) y no correlacionadas
(14) sino también entre el polen y alimentos de plantas (15) o entre el polen y el latex (16). La homologia entre las
profilinas de las planta y de los mamiferos es bastante baja, sin embargo, estas mostraron ser capaces de unirse a
la actina de diferentes especies y mostraron capacidad de intercambio (17,18,19). Una explicacion es que todas las
profilinas comparten una estructura tridimensional similar, como se muestra usando cristalografia de rayos X (20,
21, 22).

Muchos estudios confirman la equivalencia inmunolégica de las profilinas. De hecho, se demostré que las IgE de
pacientes sensibilizados para un profilina determinada son capaces de unirse a profilinas de origen diferente y que la
union de IgE a las profilinas puede ser mutuamente inhibida (16).
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La alta reactividad cruzada entre diferentes profilinas permite el uso de una sola profilina para el diagnostico de
alergia y el Bet v 2 recombinante se usa a menudo como el alérgeno de eleccién para la determinacion de profilina-
IgE especifica (23, 24).

Hay muchos estudios sobre la determinacién de epitopos IgE profilina.

Vrtala (1996) (25) mutagenizé el Bet v 2 en las posiciones Phe44 y GIn47, que cambiaron en Tyr44, Glu47 y Asn47,
de acuerdo con estudios contemporaneos llevados a cabo por el mismo grupo (26), donde se identificé un epitopo
lineal reconocido por el anticuerpo monoclonal 4A6. El epitopo reconocido por este anticuerpo se mapeé mediante el
uso de dodecapéptidos sintéticos que abarcaron la secuencia de aminoacidos completa de Bet v2. Los péptidos que
se unian de manera mas eficiente al anticuerpo contenian las regiones entre los aminoacidos 38-49 y 40-51. La
importancia del residuo GIn47 en la union de IgG-péptido se apoyd en la evidencia que 4A6 no era capaz de
reconocer las profilinas de Nicotiana tabacum y Phleum pratense, cuyas secuencias presentan un glutamato en
lugar de GIn47 en Bet v 2. A diferencia de la mutacion GIn47—Glu47, el cambio de Phe44 a Tyrd4 o de GIn47 a
Asn47 no afectd la unién del anticuerpo. Las mismas mutaciones (GIn47 a Glu o Asn y Phe44 a Tyr44) aplicadas al
Bet v 2 recombinante fueron incapaces de disminuir la union entre la profilina e IgE, como se muestra por los
experimentos de inmunotransferencia y ELISA (25).

En un estudio posterior publicado en 1997 (22), los principales epitopos de IgE se identificaron mediante la clonacion
de fragmentos aleatorios de ADNc de profilina de abedul de una biblioteca de expresion probada con sueros de
pacientes alérgicos a las profilinas. Tres regiones, correspondientes a las hélices alfa localizadas en los terminales
amino (aa 1-30) y carboxi (aa 106-132) y a un fragmento comprendido entre los residuos 30 y 50, probaron ser méas
reactivas.

En un estudio posterior (23), la busqueda de epitopos IgE se basd en la comparacion entre los modelos
estructurales tedricos para profilinas de diferentes plantas y cristales de profilina de abedul o latex Se predijeron
once posibles epitopos conformacionales, que consisten en las regiones de aminoacidos contiguos, al menos el 20%
de los cuales estan expuestos en la superficie. Dos tipos de epitopos resultaron de una comparacion de las
secuencias de aminodcido con los modelos conformacionales: las especies-especificas, que se caracterizan por una
gran variabilidad, y las muy conservadas, que probablemente estdn mas implicadas en la reactividad cruzada entre
profilinas de diferentes plantas. Las alineaciones de secuencias de amino4cidos reflejan los resultados del estudio
de Fedorov (22), que evidencia dos posibles epitopos lineales en el N-terminal, tres en la region entre los residuos
30 y 80 y dos adicionales en el C-terminal de la profilina. Todas estas regiones estan muy conservadas en las
profilinas de las plantas evaluadas en este estudio. La prediccién de potenciales epitopos conformacionales se baso
en el andlisis de un modelo 3D para la profilina de latex Hev b 8. El andlisis evidencidé 12 residuos salientes,
seleccionados como centros de los epitopos. Aunque todos los posibles epitopos fueron conformacionales, estos
contenian secuencias lineales y también residuos conservados o variables. No se reportd ninguna prueba en este
estudio para confirmar la capacidad de union al IgE especifico de los epitopos propuestos.

Una publicacion més reciente se refiere a la identificacién de epitopos de IgE de profilina de Cucumis melo's (27).
Mediante la determinacion de la reactividad de IgE de péptidos que abarcan la secuencia entera de aminoacidos de
esta proteina, se identificaron dos epitopos lineales, que son fuertemente reconocidos por el suero de pacientes
alérgicos a melon: E1, que comprende los residuos 66-75 y 81-93, y E2 que consiste en los aminoacidos 95-99 y
122-131. Dos epitopos adicionales se caracterizaron por una respuesta mas débil de IgE, a saber, E3 (residuos 2-
10) y E4 (35-45). La superposicion de péptidos correspondientes a los epitopos de E1 y E2 con el modelo 3D de
profilina de melén, indica dos regiones con propiedades electrostaticas bien definidas: E1 y E2, que se asocian con
los dominios de proteinas electropositivos y electronegativos, respectivamente.

Los datos disponibles de la literatura sugieren las porciones moleculares donde se localizan los epitopos de profilina
IgE pero no indican los aminoacidos implicados en la unién de la IgE.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Ahora se encontré que mediante la sustitucién de uno o mas residuos de aminoacidos dentro de la secuencia del
alérgeno Bet v 2, este se hace menos reactivo a los anticuerpos IgE.

En un primer aspecto, la invencién proporciona una proteina hipoalergénica que es una variante de secuencia del
alérgeno Bet v 2 y que se caracteriza por:

1) reactividad reducida ante las IgE en comparacion con el alérgeno Bet v 2 silvestre (sec. con nium. de ident.:1);

y . . .
2) una secuencia de aminoacidos que:

a) es al menos 90%, preferentemente al menos 93%, con mayor preferencia al menos 97% idéntica a la sec.
con nim. de ident.:1;
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b) en una alineacién de secuencia con la sec. con nim. de ident.:1, presenta al menos una sustitucion o
delecion en los residuos Ser o Lys que coinciden con Sersg, Lysss, Lysss 0 Lysgg en la sec. con nim. de
ident.:1.

En una modalidad preferida, las variantes del alérgeno Bet v 2 de acuerdo con la invencién presentan una serie de
sustituciones que varian de 1 a 3 en las posiciones indicadas, de manera que se generan variantes de una-, doble- o
triple sustitucién. Se prefieren las variantes obtenidas por la sustitucion de uno o mas residuos en las posiciones
indicadas con un aminoacido neutro, polar o acido. Los residuos de sustitucion son preferentemente seleccionados
de Ala, Thr, Gly, Pro, Leu, lle, Ser, Phe, Glu, Asp, con mayor preferencia de Ala, Thr, Ser, Gly, Glu, Asp.

Los ejemplos de variantes de acuerdo con la invencion se identifican en la sec. con nim. de ident.:2 (1 sustitucion de
residuo), sec. con nam. de ident.:3 (1 sustitucion de residuo.), sec. con num. de ident.:4 (2 sustituciones de residuo),
sec. con nim. de ident.:5 (3 sustituciones de residuo) y sec. con nim. de ident.:6 (3 sustituciones de residuo).

En comparacion con la contraparte silvestre, las variantes de sustitucion del alérgeno Bet v 2 de acuerdo con la
invencién muestran una reactividad de IgE al suero de pacientes alérgicos al polen de Betula verrucosa que se
reduce en al menos 10%, preferentemente al menos 50%, con mayor preferencia al menos 90%, en donde la
reactividad de IgE se mide por ejemplo por medio de un ensayo ELISA.

La reactividad de IgE de las proteinas sec. con nums. de ident.:2-6 de un concentrado de suero de pacientes
alérgicos se prob6 en un ensayo ELISA (Fig. 1). En comparacion con el alérgeno Bet v 2 silvestre (sec. con nim. de
ident.:1), se observé una reduccién media de un 92% (sec. con num. de ident.:2), 13% (sec. con num. de ident.:3),
97% (sec. con num. de ident.:4) y 93% (sec. con nums. de ident..5 y 6) de la reactividad de IgE cuando dichas
proteinas se incubaron con un concentrado de suero de pacientes alérgicos al polen de abedul.

Estos resultados fueron confirmados por experimentos de inhibicion REAST, que permiten evaluar la reactividad de
epitopos homdélogos de diferentes proteinas. En presencia de 1.45 ng de inhibidor, la union de Bet v 2 silvestre (sec.
con num. de ident.:1) a las IgE de un concentrado de suero de pacientes alérgicos se inhiben en 82.6% cuando el
suero se trata previamente con la misma proteina, en 40.4% y 71% cuando el suero se incuba previamente con las
variantes de la sec. con num. de ident.:2 y sec. con num. de ident.:3, respectivamente, mientras que la inhibicion
observada es solamente 13.4%, 4% y 8.8% cuando el suero se incuba previamente con cantidades idénticas de la
variante de doble-sustitucion (sec. con nim. de ident.:4) y variantes de triple-sustitucion (sec. con nim. de ident.:5 y
sec. con num. de ident.:6) respectivamente (Fig. 2).

Estos resultados indican claramente que los aminoacidos en las posiciones 39, 45, 88, 89 de sec. con num. de
ident.:1 estan implicados en el reconocimiento del alérgeno Bet v 2 por las IgE.

Adicionalmente, en experimentos de inmunizacion de ratones Balb/c, el alérgeno Bet v 2 silvestre y la sec. con num.
de ident.:5 de la proteina hipoalergénica (escogida como un alérgeno mutado ilustrativo) probd ser capaz de inducir
una respuesta inmuno especifica-1gG (Fig. 3). Los anticuerpos contra la sec. con nim. de ident.:5 fueron capaces de
reconocer la contraparte silvestre sec. con num. de ident.:1 (Fig. 4), lo que demuestra que la sustitucién de los
residuos de Lys en las posiciones 45, 88, 89 no determina una alteracion significativa de la inmunogenicidad de la
molécula y de sus epitopos IgG. En contraste, los anticuerpos presentes en el suero de los ratones inmunizados con
un antigeno no correlacionado no fueron capaces de reconocer el Bet v 2 silvestre ni la sec. con nim. de ident.:5.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un péptido inmunolégicamente activo que corresponde a un
fragmento de Bet v 2 que contiene al menos una de las sustituciones descritas anteriormente. Dicho péptido
contiene preferentemente de 15 a 35, con mayor preferencia de 15 a 20 residuos de aminoacido. Como se usa en la
presente, la expresion "péptido inmunolégicamente activo" indica un péptido que es capaz de provocar una
respuesta inmune independiente de IgE.

Las variantes de sustitucion de acuerdo con la invencion se pueden preparar facilmente mediante mutagénesis de la
secuencia de ADNc de Bet v 2 silvestre (sec. con nim. de ident.:7) usando métodos y técnicas conocidas para los
expertos en la técnica.

Las secuencias de ADNc que codifican para las variantes de sustitucion sencilla, doble y triple identificadas en las
sec. con nums. de ident.: 2-6 se reportan en las sec. con nims. de ident.: 8-12.

En aspectos adicionales, la invencién proporciona una molécula de acido nucleico que codifica una variante de Bet v
2 hipoalergénica descrita en la presente descripcion, o un péptido derivado de ahi, y un vector de expresion que
contiene dicha molécula funcionalmente ligada a los elementos genéticos que controlan su expresion en células
eucariotas o0 procariotas, tales como los promotores de transcripcion, potenciadores, sefiales y secuencias lider u
otras secuencias implicadas en la regulacion de la transcripciéon. Los ejemplos de vectores incluyen plasmidos, virus
y fagos, pero cualquier otro vector que se usa comunmente en la ingenieria genética se puede emplear también.
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La invenciéon comprende ademas una célula huésped procariota, 0 eucariota que se transforma o transfecta con un
vector de la invencién. Las células procariotas tales como Escherichia coli o Bacillus subtilis, o las células eucariotas
tales como Saccharomyces cerevisiae se usan generalmente para la clonacién del vector y la expresién del ADNc.

Adicionalmente, las variantes hipoalergénicas de acuerdo con la invencion pueden producirse como proteinas de
fusion.

Gracias a su reducida reactividad frente a IgE, las variantes Bet v 2 de acuerdo con la presente invencién pueden
usarse convenientemente para la preparacion de composiciones farmacéuticas (por ejemplo tabletas) para el
tratamiento preventivo o terapéutico de individuos alérgicos al polen de Betula verrucosa.

En un aspecto adicional, la invencién se dirige, por tanto, a una composicion farmacéutica que contiene una cantidad
eficaz de la variante de Bet v 2 hipoalergénica como se describe en la presente descripcion, opcionalmente en
combinacién con otros alérgenos de Betula verrucosa y/o con vehiculos y excipientes farmacéuticamente
aceptables. En una modalidad preferida, la composicion farmacéutica esta en forma de una vacuna para usar en la
profilaxis o terapia de enfermedades alérgicas, que incluyen asma bronquial, rinitis alérgica, dermatitis alérgica y
conjuntivitis alérgica. La teoria y practicas de vacunacion son conocidas por aquellos con experiencia en la técnica
(28, 29).

Los siguientes ejemplos ilustran més aun la invencion. A menos que se indique de cualquier otra forma, los métodos
utilizados en los ejemplos se describen enSambrook, Fritsch ET Maniatis "Molecular cloning. A laboratory manual” Il
ed. Vol. 1-2-3 CSH Lab Press 1989.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1: analisis ELISA de la reactividad de IgE frente al alérgeno Bet v 2 y las variantes hipoalergénicas del Bet v 2;
Fig. 2: Inhibicién de la unién de IgE binding al alérgeno Bet v 2;

Fig. 3: respuesta de la IgG murina a las proteinas inmunogénicas respectivas;

Fig. 4: respuesta de la IgG en ratones inmunizados con la sec. con nim. de ident.:5.

EJEMPLO 1 - Mutagénesis especifica de sitio del ADNc que codifica para el alérgeno Bet v 2

La mutagénesis especifica de sitio del ADNc que codifica para el alérgeno Bet v 2 (sec. con nim. de ident.: 7) se
llevd a cabo por clonacion del ADNc en un vector procariota (pBluescript, GenBank NUm. de acceso X52327)
seguido por amplificacion PCR. Los oligonucleétidos usados como iniciadores en la reaccion PCR (Tabla) portaron
las sustituciones base adecuadas. Para cada mutagénesis, se us6 una unién al oligonucle6tido complementario a
una regién correspondiente de la cadena de ADN (30). Después de la amplificacion, la plantilla original no alterada
se degradd selectivamente con digestion enzimatica catalizada por la enzima de restricciéon Dpnl. Las células de
Escherichia coli se transformaron después con las moléculas mutagenizadas. Los clones obtenidos de las colonias
bacterianas sencillas se secuenciaron de acuerdo con Sanger para determinar la modificacion base correcta y la
ausencia de mutaciones no especificas en el ADNc.

Tabla. Secuencias de los oligonucleotidos usadas como iniciadores en la mutagénesis especifica de sitio. Las bases
mutadas estan en negrita.

Oligonucleétido Secuencia

Bet v2 S39 ggg ccc aga gcg ctt cct tcc cac ag
Bet v2 K45 cct tce cac agt tta cge ctc agg aaa tc
Bet v2 K88-89 gtc atc cgt gga ggg gag gga tct gga g

EJEMPLO 2 - Produccion de la proteina Bet v 2 y variantes de esta

Los ADNc de Bet v 2 silvestre (sec. con nim. de ident.:7) y mutagenizado (sec. con nims. de ident.: 8-12), se
clonaron y expresaron en Escherichia coli de acuerdo con los protocolos estandar (31, 32). Las células se recogieron
por centrifugacion, se resuspendieron en PBS 1X (NaH;PO, 6.46 mM, KH2PO, 1.47 mM, NaCl 136.89 mM) y se
lisaron por sonicacion. Las proteinas recombinantes se separaron por centrifugacion. Las bolillas que contenian un
agregado de proteina insoluble se resuspendieron en tampén desnaturalizado PBS 1X, urea 6 M y se agitaron por
60 min a 4°C. Las proteinas recombinantes solubilizadas se separaron de los restos insolubles por centrifugacion, se
dializaron contra PBS 1X, se filtraron a través de un filtro de 1 uM y se purificaron por cromatografia de afinidad
usando columnas de agarosa derivatizadas con poli-prolina (Sigma, Milan, Italia). Después de lavar con PBS 1X,
urea 2 M, las proteinas recombinantes se eluyeron con PBS 1X, urea 8 M y replegaron por dialisis por 16 horas a
4°C en una solucion de PBS 1X.
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EJEMPLO 3 - Caracteristicas del suero de sujetos alérgicos

Los sueros se recogieron de individuos con anamnesis clinica de alergia estacional al polen de Betula verrucosa y
una reactividad RAST 3+ y 4+ especifica al alérgeno Bet v 2 y después se concentraron y se usaron en esta forma.
Un concentrado de suero de pacientes no alérgicos se usé como control negativo.

EJEMPLO 4 - Analisis ELISA de la reactividad de las variantes Bet v 2 a las IgE a partir de un concentrado de
suero

La misma cantidad de alergeno silvestre y de variantes mutagenizadas (1 pg) en 50 mM tampén
carbonato/bicarbonato, pH 9.6, se adsorbieron en pocillos de placas de poliestireno para el ensayo ELISA por
incubacién a 4°C por 16 horas. Los pocillos se lavaron con solucién de lavado (60 mM tampén de fosfato, pH 6.5,
gue contiene 0.05% Tween-20), y bloqueado con solucién diluyente (25% suero de cabra, 1 mM EDTA, 0.05%
Tween 20, 0.01% timerosal en 150 mM de tampdn de fosfato, pH 7.4). Alicuotas de 70 pl en tampén de dilucién de
un concentrado de suero humano RAST 3+ y 4+ se afiadieron a cada muestra y se incubaron a 25°C por 2 horas.
Después de tres lavados, se afiadio suero anti-IgE humano conjugado a peroxidasa (1:1500 en tamp6n de dilucién),
seguido por incubacion a 25°C por 1.5 horas. Después de tres lavados, la reaccion colorimétrica se desarroll6 por
adicion de 100 pl de reactivo de TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD) y se incub6 por 15 minutos a 25°C. La
reaccion se detuvo por adicién de 100 pl de HClI 1 N y se ley6 a 450 nm usando un espectrofotometro lector de
microplacas .

EJEMPLO 5 - Ensayo de inhibicion REAST. Las variantes Bet v 2 inhiben la unién entre Bet v 2 biotinilado vy
las IgE contenidas en un concentrado de suero

Alicuotas (50 pl) de un concentrado de suero humano RAST 4+ y 3+ para Bet v 2, diluido 1:3 en tampon de dilucion
(25% suero de cabra, 1 mM EDTA, 0.05% Tween 20, 0.01% timerosal en 150 mM tampén de fosfato, pH 7.4), se
preincubaron a 25°C por 1.5 hrs con diluciones en serie de alérgeno silvestre o mutantes de este, comenzando a
partir de 67 ng/ml. Las mezclas se afiadieron después a los pocillos de la placa de poliestireno ELISA adsorbidas
con anti-IgE humano e incubadas a 25°C por 1.5 hrs. Después de tres lavados con tampén de fosfato 0.06 M pH 6.5,
se afiadié Tween-20 0.05%, 0.1 ml de antigeno Bet v 2 biotinilado (85.3 ng/ml) en tampén de dilucion a 25°C por 1
hora. Después de tres lavados, se afiadi6 peroxidasa-estreptavidina (0.1 pg/ml) por 30 min a 25°C. La reaccion
colorimétrica se desarroll6 con 100 pl HCI 1 N y se ley6 espectrofotométricamente a 450 nm.

El porcentaje de inhibicién se calculé como sigue: 100x[(A-B)/A], donde A es la medicién de la adsorbancia a 450nm
en ausencia del inhibidor y B es la adsorbancia en presencia de inhibidor.

EJEMPLO 6 - Protocolo paralainmunizacién de ratones Balb/c

Dos grupos de 5 ratones hembra Balb/c (Charles River) se inmunizaron por via subcutanea con 200 pl de una
emulsion que contiene 100 pl adyuvante completo de Freund y 20 pg de antigeno (sec. con nam. de ident.:1, sec.
con ndm. de ident.:5) en 100 pl de solucion salina. Se llevaron a cabo tres inmunizaciones adicionales de refuerzo a
intervalos de 1-semana sustituyendo el adyuvante completo con uno incompleto. Como control, se administré a
cinco ratones un antigeno no correlacionado. Siete dias después de la Ultima inmunizacion, se tomo6 una muestra de
sangre de la vena yugular y se usé en el ELISA para controlar la respuesta del anticuerpo contra cada agente
inmunogénico. En ratones inmunizados con la sec. con nium. de ident.:5, la capacidad de reconocer la proteina
silvestre se analiz6 ademas.

EJEMPLO 7 - Analisis ELISA de larespuesta IgG-especifica en ratones inmunizados

Las mismas cantidades de Bet v 2 silvestre y de la variante de sec. con nim. de ident.:5 (0.25 pg) en 50 mM tampoén
de carbonato/bicarbonato, pH 9.6, se adsorbieron en los pocillos de placas de poliestireno para el ensayo ELISA por
incubacién por 16 horas a 4°C. Los pocillos se lavaron con solucion de lavado (60 mM tampon de fosfato, pH 6.5,
que contiene 0.05% Tween-20) y se bloguearon con solucion diluyente (25% suero de caballo, 1 mM EDTA, 0.05%
Tween 20, 0.01% timerosal en 150 mM de tampdn de fosfato, pH 7.4). 100 pl alicuotas de diluciones en serie (en
tampon de dilucion) de suero de cada ratdn se colocaron en los pocillos y se incubaron por 2 horas a 25°C.

Después de tres lavados, el suero anti IgG de ratdn conjugado con peroxidasa se diluyé 1:2000 en tampén de
dilucién y se afiadio a los pocillos, seguido por la incubacién por 1.5 hr a 25°C. Después de tres lavados, la reaccion
colorimétrica se desarroll6 por adicion de 100 pl de reactivo de TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD) y se
incubd por 15 minutos a 25°C. La reaccion se detuvo con 100 pl HCI 1 N seguido por la lectura espectrofotométrica a
450 nm. Las Figuras 3 y 4 muestran la reactividad media obtenida por analisis del suero a partir de 5 ratones para
cada grupo.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> LOFARMA S.P.A.

<120> VARIANTES HIPOALERGENICAS DEL ALERGENO PRINCIPAL DEL POLEN DE ABEDUL
<130> 8025MEUR

<160> 12

<170> PatentIn versién 3.3

<210>1

<211> 133

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Bet v 2 silvestre de Betula verrucosa

<400> 1

Met Ser Trp Gln Thr Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Asp Ile Asp

Gly Gln Ala Ser Asn Ser Leu Ala Ser Ala Ile Val Gly His Asp Gly
20 25 30

Ser Val Trp Ala Gln Ser Ser Ser Phe Pro Gln Phe Lys Pro Gln Glu
35 40 45

Ile Thr Gly Ile Met Lys Asp Phe Glu Glu Pro Gly His Leu Ala Pro
50 55 60

Thr Gly Leu His Leu Gly Gly Ile Lys Tyr Met Val Ile Gln Gly Glu
65 70 75 . 80

Ala Gly Ala Val Ile Arg Gly Lys Lys Gly Ser Gly Gly Ile Thr Ile
85 S0 95

Lys Lys Thr Gly Gln Ala Leu Val Phe Gly Ile Tyr Glu Glu Pro Val
100 105 110

Thr Pro Gly Gln Cys Asn Met Val Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu
115 120 125

Ile Asp Gln Gly Leu
130
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<210>2
<211>133
<212> PRT
<213> Desconocido
<220>
<223> Bet v 2 mutante
<400> 2
Met Ser Trp Gln Thr Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys
1 5 10
Gly Gln Ala Ser Asn Ser Leu Ala Ser Ala Ile Val Gly
20 25
Ser Val Trp Ala Gln Ser Ala Ser Phe Pro Gln Phe Lys
35 40 45
Ile Thr Gly Ile Met Lys Asp Phe Glu Glu Pro Gly His
50 55 60
Thr Gly Leu His Leu Gly Gly Ile Lys Tyr Met Val Ile
65 70 75
Ala Gly Ala Val Ile Arg Gly Lys Lys Gly Ser Gly Gly
85 ' 90
Lys Lys Thr Gly Gln Ala Leu Val Phe Gly Ile Tyr Glu
100 105
Thr Pro Gly Gln Cys Asn Met Val Val Glu Arg Leu Gly
115 120 125
Ile Asp Gln Gly Leu
130
<210> 3
<211> 133
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Bet v 2 mutante

<400> 3
Met Ser Trp Gln Thr Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Asp Ile Asp
1 5 : 10 15

Gly Gln Ala Ser Asn Ser Leu Ala Ser Ala Ile Val‘Gly His Asp Gly
20 25 30

Asp

His

30

Pro

Leu

Ile

Glu
110

Asp

Ile

15

Asp

Gln

Ala

1 Gly

Thr
95

Pro

Tyr

Asp

Gly

Glu

Pro

Glu

80

Ile

Val

Leu



10

Ser

Ile

Thr

Ala

Lys

Thr

Ile

val

Thr

50

Gly

Gly

Lys

Pro

Asp
130

<210> 4

<211>133

Trp

35

Gly

Leu

Ala

Thr

Gly

115

Gln

<212> PRT

Ala

Ile

His

Val

Gly

100

Gln

Gly

<213> Desconocido
<220>
<223> Bet v 2 mutante

<400> 4

Met

Gly

Ser

Ile

Thr

65

Ala

Gln

Met

Leu

Ile

85

Gln

Cys

Leu

Ser

Gln

Val

Thr

50

Gly

Gly

Ser

Lys

Gly

70

Arg

Ala

Asn

Trp

Ala
Trp
35

Gly

Leu

Ala

Ser

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

Gln

Ser

20

Ala

Ile

His

Val

Ser

40

Phe

Ile

Lys

val

Val
120

Thr

Asn

Gln

Met

Leu

Ile
85
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Phe
Glu
e
Lys
Phe

105

Val

Tyr
Ser
Ser
Lys
Gly

70

Arg

Pro

Glu

Gln

Pro

Tyr Met

Gly
90

Gly

75

Ser

Ile

Glu Arg

Val

Leu

Ser

Asp

55

Gly

Gly

Asp

Ala

Ser

40

Phe

Ile

Gly

Phe

Gly

Val

Gly

Tyr

Leu

Glu

Ser

25

Phe

Glu

Lys

Glu

10

Thr

45

His

Ile

Gly

Glu

Gly
125

His

10

Ala

Pro

Glu

Tyr

Gly
90

Pro

Leu

Gln

Ile

Glu

110

Asp

Leu

Ile

Gln

Pro

Met

15

Ser

Gln

Ala

Gly

Thr

95

Pro

Tyr.

Met

Val

Phe

Gly

60

Val

Gly

Glu

Pro

Glu

Ile

val

Leu

Cys

Gly

Lys

45

His

Ile

Gly

Asp

His

30

Pro

Leu

Gln

Ile

Ile

15

Asp

Gln

Ala

Gly

Thr
95

Asp

Gly

Glu

Pro

Glu

80

Ile
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<210>5
<211>133
<212> PRT

Lys Lys

Thr

Pro

Ile Asp

<213> Desconocido

<220>

130

<223> Bet v 2 mutante

<400> 5

<210> 6
<211> 133
<212> PRT

Met

Gly

Ser

Ile

Thr

65

Ala

Lys

Thr

Ile

<213> Desconocido

<220>

Ser

Gln

val

Thr

50

Gly

Gly

Lys

Pro

Asp
130

<223> Bet v 2 mutante

<400> 6

Thr

Gly

115

Gln

Trp

Ala

Trp

35

Gly

Leu

Ala

Thr

Gly

115

Gln

Gly

ES 2460573 T3

Gln Ala Leu Val Phe Gly Ile Tyr Glu Glu Pro Vval

100

Gln

Gly

Gln

Ser

20

Ala

Ile

His

vVal

Gly

100

Gln

Gly

105

110

Cys Asn Met Val Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu

Leu

Thr

Asn

Gln

Met

Leu

Ile

85

Gln

Cys

Leu

Tyr

Ser

Ser

Lys

Gly

70

Arg

Ala

Asn

Val

Leu

Ser

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

120

Asp Glu

Ala Ser
25

Ser Phe
40

Phe Glu

Ile Lys

Gly Glu

Val Phe

105

Val val
120

11

His

10

Ala

Pro

Glu

Tyr

Gly

S0

Gly

Glu

Leu

Ile

Gln

Pro

Meﬁ

75

Ser

Ile

Arg

Met

vVal

Phe

Gly

Val

Gly

Tyr

Leu

125

Cys Asp

Gly His
30

Thr Pro
45

His Leu

Ile Gln

Gly Ile

Glu Glu

110

Gly Asp
125

Ile

15

Asp

Gln

Ala

Gly

Thr

95

Pro

Tyr

Asp

Gly

Glu

Pro

Glu

80

Ile

Val

Leu
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Met Ser Trp Gln Thr Tyr Val Asp Glu His Leu Met Cys Asp Ile Asp
1 5 10 15
Gly Gln Ala Ser Asn Ser Leu Ala Ser Ala Ile Val Gly His Asp Gly
20 25 30
Ser Val Trp Ala Gln Ser Ala Ser Phe Pro Gln Phe Lys Pro Gln Glu
35 40 45
Ile Thr Gly Ile Met Lys Asp Phe Glu Glu Pro Gly His Leu Ala Pro
50 55 60
Thr Gly Leu His Leu Gly Gly Ile Lys Tyr Met Val Ile Gln Gly Glu
65 70 75 80
Ala Gly Ala Val Ile Arg Gly Gly Glu Gly Ser Gly Gly Ile Thr Ile
85 90 95
Lys Lys Thr Gly Gln Ala Leu Val Phe Gly Ile Tyr Glu Glu Pro Val
100 105 110
Thr Pro Gly Gln Cys Asn Met Val Val Glu Arg Leu Gly Asp Tyr Leu
115 120 125
Ile Asp Gln Gly Leu
130
<210>7
<211> 402
<212> ADN.
<213> Desconocido
<220>
<223> Secuencia que codifica Bet v 2 silvestre de Betula verrucosa
<400> 7
atgtcgtggc aaacgtacgt ggatgaacat ttgatgtgcg atatcgacgg gcaagccagce
aactcgctgg catctgcgat cgtcggtcac gatggctctg tgtgggccca gagctcttcece
ttcccacagt ttaagcctca ggaaatcact ggtatcatga aggactttga ggagccgggt
catcttgctc cgacgggectt acaccttggg ggcataaaat acatggtcat ccagggagag
gctggtgctg tcatccgtgg aaagaaggga tctggaggta ttactataaa gaagactggt
caagctctcg tttttggcat ctatgaagag cctgtgacac caggacagtg caacatggtt
gttgagaggt tgggggatta ccttattgac cagggcctgt ag
<210>8
<211> 402
<212> ADN.

<213> Desconocido

<220>
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<223> Secuencia que codifica un Bet v 2 mutante

12

60
120
180
240
300
360

402
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<400> 8

<210>9
<211> 402

atgtcgtggc
aactcgctgg
ttceccacagt
catcttgctc
gctggtgctg
caagctctcg

gttgagaggt

<212> ADN.
<213> Desconocido

<220>

aaacgtacgt
catctgecgat
ttaagcctca
cgacgggctt
tcatccgtgg
tttttggcat

tgggggatta
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ggatgaacat
cgtcggtcac
ggaaatcact
acaccttggg
aaagaaggga
ctatgaagag

ccttattgac

<223> Secuencia que codifica un Bet v 2 mutante

<400>9

<210> 10
<211> 402

atgtcgtggce

aactcgctgg

tteccacagt

catcttgcte

gctggtgetg

caagctctcg

gttgagaggt

<212> ADN.
<213> Desconocido

<220>

aaacgtacgt
catctgcgat
ttacgectca
cgacgggctt
tcatccgtgg

tttttggcat

tgggggatta

ggatgaacat
cgtcggtcac
ggaaatcact
acaccttggg
aaagaaggga
ctatgaagag

ccttattgac

<223> Secuencia que codifica un Bet v 2 mutante

<400> 10

<210> 11
<211> 402

atgtcgtggc
aactcgctgg
ttcccacagt
catcttgctc
gctggtgctg
caagctctceg

gttgagaggt

<212> ADN.
<213> Desconocido

aaacgtacgt
catctgcgat
ttaagcctca
cgacgggctt
tcatccgtgg
tttttggcat

tgggggatta

ggatgaacat
cgtcggtcac
ggaaatcact
acaccttggg
aggggaggga
ctatgaagag

ccttattgac

ttgatgtgcg
gatggctctg
ggtatcatga
ggcataaaat
tctggaggta
cctgtgacac

cagggcctgt

ttgatgtgcg
gatggctctg
ggtatcatga
ggcataaaat
tctggaggta
cctgtgacac

cagggcctgt

ttgatgtgcg
gatggctctg
ggtatcatga
ggcataaaat
tctggaggta
cctgtgacac

cagggcctgt

13

atatcgacgg
tgtgggcccea
aggactttga
acatggtcat
ttactataaa
caggacagtg

ag

atatcgacgg
tgtgggccca
aggactttga
acatggtcat
ttactataaa
caggacagtg

ag

atatcgacgg
tgtgggccca
aggactttga
acatggtcat
ttactataaa
caggacag;g

ag

gcaagccagc
gagcgcttcce
ggagcegggt
ccagggagag
gaagactggt

caacatggtt

gcaagccagc
gagctcttcc
ggagccgggt
ccagggagag
gaagactggt

caacatggtt

gcaagccagce

gagctcttcce
ggagccgggt
ccagggagag
gaagactggt

caacatggtt

60

120

180

240

300

360

402

60

120

180

240

300

360

402

60

120

180

240

300

360

402
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<223> Secuencia que codifica un Bet v 2 mutante

<400> 11

<210> 12
<211> 402

atgtcgtgge
aactcgcetgg
ttcccacagt
catcttgctc
gctggtgcetg
caagctctcg

gftgagaggt

<212> ADN.
<213> Desconocido

<220>

aaacgtacgt
catctgcgat
ttacgcctca
cgacgggctt
tcatccgtgg
tttttggeat

tgggggatta

ggatgaacat
cgtcggtcac
ggaaatcact
acaccttggg
aggggaggga
ctatgaagag

ccttattgac

<223> Secuencia que codifica un Bet v 2 mutante

<400> 12

atgtcgtggce
aactcgctgg
ttcccacagt
catcttgctc
gctggtgety
caagctctcg

gttgagaggt

aaacgtacgt
catctgcgat
ttaagcctca
cgacgggctt
tcatcecgtgg

tttttggcat

tgggggatta

ggatgaacat
cgtecggtcac
ggaaatcact
acaccttggg
aggggaggga
ctatgaagag

ccttattgac

ttgatgtgcg
gatggctctg
ggtatcatga
ggcataaaat
tctggaggta
cctgtgacac

cagggcctgt

ttgatgtgcg
gatggctctg
ggtatcatga
ggcataaaat
tctggaggta
cctgtgacac

cagggcctgt

14

atatcgacgg
tgtgggccca
aggactttga
acatggtcat
ttactataaa
caggacagtg

ag

atatcgacgg
tgtgggccca
aggactttga
acatggtcét
ttactataaa
caggacagtg

ag

gcaagccagc
gagctcttcce
ggagccgggt
ccagggagag
gaagactggt

caacatggtt

gcaagccagce
gagcgcttcc
ggagcegggt
ccagggagag
gaagactggt

caacatggtt

60

120

180

240

300

360

402

60

120

180

240

300

360

402
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REIVINDICACIONES

Una proteina hipoalergénica que es una variante de secuencia del alérgeno principal de Bet v 2 y que se
caracteriza por:

a) reactividad reducida ante las IgE en comparacién con el alérgeno Bet v 2 silvestre (sec. con nim. de
ident.:1);
y
b) una secuencia de aminoacidos que:
i. es al menos 90% idéntica a la sec. con nim. de ident.;1; y
ii. en una alineacion de secuencia con la sec. con nim. de ident.:1, presenta al menos una sustitucién
de los residuos de Ser o Lys que coinciden con Sersg, Lys 45, LysSgs0o Lysgg en la sec. con nim. de
ident.:1.

Una proteina hipoalergénica de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha identidad de secuencia con
la sec. con nim. de ident.:1 es al menos 93%.

Una proteina hipoalergénica de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde dicha identidad de secuencia con
la sec. con num. de ident.:1 es al menos 97%.

Una proteina hipoalergénica de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dichos residuos de Ser o Lys se
sustituyen con aminoacidos neutros, polares o acidicos .

Una proteina hipoalergénica de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde dichos aminoacidos neutros,
polares o acidicos se seleccionan de Ala, Gly, Pro, Leu, lle, Phe, Thr, Ser, Glu, Asp.

Una proteina hipoalergénica de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde dichos aminoéacidos son Ala, Thr,
Ser, Gly, Glu, Asp.

Una proteina hipoalergénica de acuerdo con la reivindicacion 1, que se selecciona del grupo que consiste
de sec. con num. de ident.:2 - 6.

Un fragmento peptidico de la proteina hipoalergénica de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho
fragmento peptidico (i) es capaz de provocar una respuesta inmune independiente de IgE, (ii) consiste de
entre 15 y 35 aminoécidos y (iii) porta al menos una de las sustituciones indicadas.

Un fragmento peptidico de acuerdo con la reivindicacion 8, que consiste de entre 15 y 20 aminoacidos.

Una molécula de acido nucleico que codifica para una proteina de acuerdo con las reivindicaciones 1-7 o
para un péptido de acuerdo con las reivindicaciones 8-9.

Una molécula de &cido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 10, que se selecciona del grupo que
consiste de las sec. con nims. de ident.:8 - 12.

Un vector que contiene la molécula de acido nucleico de las reivindicaciones 10-11.
Una célula huésped que contiene el vector de la reivindicacion 12.

Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de una proteina hipoalergénica de
acuerdo con las reivindicaciones 1-7, o un fragmento peptidico de acuerdo con las reivindicaciones 8-9,
junto con vehiculos y excipientes farmacéuticamente aceptables .

Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 14, la cual esta en forma de una vacuna.

Uso de una proteina hipoalergénica de acuerdo con la reivindicaciones 1-7, o un fragmento peptidico de
acuerdo con las reivindicaciones 8-9, para la preparaciéon de una composicion farmacéutica para el
tratamiento profilactico o terapéutico de enfermedades alérgicas.

El uso de de acuerdo con la reivindicacion 16, para el tratamiento de asma bronquial y conjuntivitis alérgica.
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Figura 2
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Reactividad de igG (450 nm)

ES 2460 573 T3

Figura 3

1500

883348
|
o }

&00

1000 +—— e~

a is 4

Log. suerc dil.

g 560 M. Ident1
—{b—Sec.nim. ldent 5

18




ES 2460 573 T3

Figura 4
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