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DESCRIPCION
Polipéptidos hipoalergénicos para el tratamiento de alergia contra acaros del polvo doméstico
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la inmunoterapia contra alergia mediada por IgE, particularmente
alergia contra acaros del polvo doméstico (HDM). Méas especificamente, la invencion se refiere al disefio de una
nueva vacuna hipoalergénica recombinante contra alergia a HDM.

Antecedentes de la invencion

Los acaros del polvo doméstico (HDM) son uno de los factores de riesgo mas importante asociados con el desarrollo
de enfermedades alérgicas tales como rinitis, dermatitis atépica y asma (1, 2) y mas del 50 % de todos los pacientes
alérgicos en todo el mundo padecen alergia a HDM (3).

Hasta ahora, se han identificado y caracterizado 23 proteinas diferentes como alérgenos HDM (4, 5). Los alérgenos
del grupo 1 y grupo 2 de Dermatophagoides pteronyssinus representan los alérgenos HDM clinicamente mas
importantes con frecuencias de unién a IgE de mas del 80 % (6-9), y que pueden encontrarse a elevadas
concentraciones en acaros y en heces de &caros (10, 11).

La inmunoterapia especifica de alérgeno (SIT) representa el Unico enfoque causativo y modificador de enfermedad
con efectos duraderos (12-16), que se basa en la administracion de dosis crecientes de los alérgenos que provocan
enfermedad. Actualmente, se realiza SIT con exiractos de alérgeno natural. Pero varios estudios recientes han
revelado la baja calidad de los extractos de alérgeno natural del polen, caspa de animales y acaros del polvo
domeéstico que pueden limitar la eficacia clinica de SIT (17-19). Ademas, la SIT puede inducir efectos secundarios
graves en pacientes alérgicos, que limitan la amplia aplicabilidad de este tratamiento en particular para alergia a
acaros del polvo doméstico.

Se ha hecho muchos esfuerzos por disefiar derivados hipoalergénicos recombinantes para mejorar la seguridad y
eficacia de la SIT. Y ya se han desarrollado varios derivados hipoalergénicos de los alérgenos de acaros del grupo 2
y han demostrado ser adecuados para inmunoterapia (20-26). En contraste, existen solamente unos pocos
derivados hipoalergénicos de alérgenos de acaros del grupo 1, que no estan bien caracterizados (27, 28).

La mayoria de las estrategias que usan derivados hipoalergénicos solamente pueden tratar la alergia a Der p 1 o
Der p 2 y més del 50 % de los pacientes alérgicos a HDM reaccionan con ambos alérgenos, Der p 1 y Der p 2 (29).
Las ventajas de moléculas hibridas son que contienen todos los epitopos de células T en una molécula y estudios
previos demostraron que moléculas hibridas inducen respuestas mas fuertes y mas tempranas de IgG que las
moléculas mas pequefas individuales (30, 31).

El WO 2009/118642 A2 describe proteinas hibridas hipoalergénicas compuestas por fragmentos de alérgenos Der p
1y Der p 2. Puede encontrarse una descripcion similar en Asturias et al. (2009) Clinical & Experimental Allergy 39,
1088-1098. Sin embargo, uno de los derivados, es decir, QM1, descrito en Asturias mostré casi la misma reactividad
de IgE que el alérgeno natural. El segundo derivado descrito por Asturias, es decir, QM2, mostré reactividad
reducida de IgE pero no se demuestra que la inmunizacién con este derivado indujera anticuerpos IgG especificos
para el alérgeno Der p 1. Ademas, la inhibicion media de las IgE de pacientes alérgicos a acaros del polvo
doméstico por anticuerpos IgG anti-QM2 en una mezcla de Der p 1 y Der p 2 no fue mator de un 20 % de inhibicién
media.

Bussieres et al. (2010) International archives of allergy and immunology 153/2, 141-151 describen estudios sobre
proteinas de fusién recombinantes que ensamblan los alérgenos Der p 1 y Der p 2 de Dermatophagoides
pteronyssinus. Estos derivados muestran ninguna reduccion o solamente una reduccion moderada de
aproximadamente 10 veces de su actividad alergénica y no se ha investigado si la inmunizacién con estos derivados
induce IgG especifica de alérgeno que inhiba la unién de IgE de pacientes alérgicos.

Chen et al. (2008) Molecular Immunology Volumen 45, Tema 9, 2486-2498 describe estudios sobre la reduccion de
la alergenicidad de Der p 2 por ingenieria genética. Este derivado incluye solamente Der p 2 pero no Der p 1 y por lo
tanto no puede usarse para tratar a pacientes alérgicos a Der p 1.

Los inventores de esta solicitud usaron la tecnologia de hibridos para construir una vacuna de combinacion
hipoalergénica para inmunoterapia de alergia a HDM. Las dos proteinas mosaico construidas consisten en
fragmentos derivados de Der p 1 y Der p 2. Una construccién contenia los amino&cidos originales de los dos
alérgenos de tipo silvestre (Der p 2/1C, también mencionados en este documento como Dp 2/1 C) mientras que en
la otra construccién los restos de cisteina se remplazaron con restos de serina (Der p 2/1 S, también mencionados
en este documento como Dp 2/1 S). Estas dos proteinas mosaico se caracterizan por una ausencia casi completa de
reactividad IgE y actividad alergénica y por lo tanto son diferentes del QM1 descrito por Asturias y los derivados
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descritos por Bussieres. Ambos derivados incluyen todos los elementos de secuencia de Der p 1 y por lo tanto son
diferentes de los derivados descritos por Chen. Los anticuerpos IgG inducidos por ambos derivados (es decir, Der p
2/1C y Der p 2/1S) inhibieron la unién de IgE de pacientes alérgicos a cada uno de los dos alérgenos, Der p 1 y Der
p 2 (Tabla I), que no se habia mostrado para la IgG inducida por QM2 hecho por Asturias.

Inesperadamente, los anticuerpos IgG inducidos por Der p 2/1S que difiere solamente por el remplazo de los restos
de cisteina en restos de serina, inhibieron la uniéon de IgE de pacientes alérgicos a Der p 1 méas del doble de lo
inducido por inmunizacién con Der p 2/1C (véase el ejemplo 6 y los datos en la Tabla I). La presente invencién por lo
tanto se refiere especificamente a los polipéptidos que comprenden la secuencia de aminoacidos de Der p 2/1 S o
sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos.

Sumario de la invencion

Un primer aspecto de la invencién es un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID
N°9o7.

Otro aspecto de la invencién es un polinucleétido que codifica el polipéptido de esta invencién.

Otro aspecto mas de esta invencion es un vector o plasmido, que comprende el polinucleétido de la presente
invencion.

Otro aspecto de la invencion es una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de la invencion, el
polinucleétido de la invencién, o el vector o plasmido de la invencién; y un diluyente o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Otro aspecto de la invencion es el uso del polipéptido de la invencién para la prevencion y/o tratamiento de alergia,
preferiblemente de alergia a 4caros del polvo doméstico. La invencion también se refiere al uso del polipéptido de la
invencion para la fabricacion de un medicamento para la prevencién y/o tratamiento de alergia, preferiblemente de
alergia a acaros del polvo doméstico.

Otro aspecto mas de la invencidon es un método para tratar y/o prevenir un trastorno alérgico, que comprende
administrar a un individuo que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido o polinucleétido de
esta invencion. Otro aspecto mas de la invencion es un método para tratar y/o prevenir un trastorno alérgico, que
comprende administrar a un individuo que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion
farmacéutica o vacuna de esta invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1A muestra una ilustracién del modo en que se construyeron las proteinas mosaico Der p 2/1. Se
volvieron a ensamblar tres fragmentos de Der p 1 que comprende los aminodcidos (aa) 1-84, aa 85-143 y aa
144-222 (1.1, 1.2 y 1.3) y dos fragmentos de Der p 2 que comprenden los aa 1-53 y aa 54-129 (2.1 y 2.2) en el
orden 1.3, 2.2, 1.2, 2.1, 1.1. Dp 2/1C contiene la secuencia original de aa de Der p 1 y Der p 2 con doce restos
de cisteina (lineas punteadas), en Dp 2/1 S los restos de cisteina se intercambiaron con restos de serina.

La Figura 1B y C muestran las secuencias de ADN con codones optimizados y los correspondientes aminoacidos
de Der p 2/1C (B) y Der p 2/1 S (C).

La Figura 2 muestra un gel de SDS-PAGE tefiido con Coomassie con las proteinas mosaico Der p 2/1C y Der p
2/1S expresadas (carriles 1) y purificadas (carriles 2) (A). Y un gel de SDS-PAGE tefido con Coomassie que
contenia Der p 2/1C y Der p 2/1 S purificadas se separd en condiciones reductoras (carriles r) y no reductoras
(carriles nr) y un marcador molecular (carriles M) (B).

La Figura 3 muestra los espectros CD de ultravioleta lejano de nDer p 1, rDer p 2 y las proteinas mosaico Dp 2/1.
Los resultados del analisis CD UV lejano de las proteinas se expresan como las elipticidades medias de los
restos (eje y) a longitudes de onda dadas (eje x).

La Figura 4 muestra la reactividad a IgE de las proteinas mosaico nDer p 1, rDer p 2 y Dp 2/1. Las proteinas
nDer p 1, rDer p 2, las dos proteinas mosaico Dp 2/1 y BSA sometidas a dot-blot se ensayaron para la
reactividad de IgE con sueros de 21 pacientes alérgicos a HDM (paciente 1-21), suero de un individuo no
alérqizco (NC) y tampén sin suero (BC). Las IgE unidas se detectaron con anticuerpos anti-lgg humana marcados
con | y se visualizaron por autorradiografia.

La Figura 5 muestra la actividad alergénica de Der p 1, Der p 2 y las proteinas mosaico Der p 2/1. Se estimularon
baséfilos de 8 pacientes alérgicos a &caros con diversas concentraciones de nDer p 1, rDer p 2, Der p 2/1C y Der
p2/1 S (ejes x). La expresion de CD203c se determind por andlisis FACS y se presenta como indice de
estimulacién (Sl) (ejes y).
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La Figura 6 muestra las respuestas de anticuerpo IgG inducidas por inmunizacion de conejos con Der p 1, Der p
2 y las proteinas mosaico Dp2/1. Los sueros obtenidos de conejos antes (pre) o después (inmune) de
inmunizacion con nDer p 1, rDer p 2, Der p 2/1C y Der p 2/1 S se ensayaron para la reactividad de IgG a nDer p
1, rDer p 2, proteinas mosaico Der p 2/1 o BSA sometidas a dot-blot. Los anticuerpos IgG unidos se detectaron
con anticuerpos de burro anti-lgG de conejo marcados con 125,

La Tabla | muestra la inhibicién de la unién de IgE de pacientes alérgicos a nDer p 1 y rDer p 2 con antisuero de
conejo anti-Der p 1, anti-Der p 2 o anti-Der p 2/1. Los resultados se indican en % de inhibicién de la union de
IgE.

Descripcion detallada de la invencion
Polipéptidos de la invencion

El polipéptido de la invencién comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N® 9 o
sustancialmente los mismos aminoacidos. La expresion "sustancialmente los mismos" se refiere a variantes que
tienen de 1 a 5 sustituciones de aminoécidos respecto a la SEC ID N® 9, pero que tienen sustancialmente la misma
actividad biolégica.

El polipéptido de esta invencion no consiste necesariamente sélo en las secuencias de aminodcidos derivadas de
los alérgenos. Es posible que se inserten secuencias no nativa (por ejemplo, secuencias espaciadoras) entre los
fragmentos (siendo esos fragmentos secuencias de aminodcidos consecutivas de Der p 1 y Der p 2). También es
posible que los polipéptidos comprendan una secuencia de marca que facilite la purificacion del polipéptido tras la
expresion en una célula hospedadora. Una "marca”, como se usa en este documento, se refiere a una secuencia de
aminoacidos distinta que puede usarse para detectar o purificar el polipéptido proporcionado, donde la marca no
contribuye por lo demés a la funcién esencial de la composicion. Ejemplos de dichas secuencias de marca incluyen,
aunque sin limitacién marca FLAG, marca Hemaglutinina (HA), marca myc y marca polihistidina. Los especialistas en
la técnica conocen otras marcas. La marca preferida es una marca hexahistidina que permite la purificacion por
cromatografia de quelato Ni?*. Ademas, el polipéptido puede contener un resto foraneo de metionina en la posicién
del aminoacido 1 que resulta de su expresién en células hospedadoras. La metionina a menudo estara presente si la
parte N-terminal del polipéptido es un fragmento interno o C-terminal de alérgeno. El polipéptido proporcionado
puede tener adicionalmente aminoacidos N-terminales, C-terminales o intermedios delecionados que no contribuyen
a la actividad esencial del polipéptido.

El polipéptido hipoalergénico puede comprender o consistir en una cualquiera de las siguientes estructuras (I) a
(VI), escritas desde el extremo N- al C-terminal:

I) Met-X-marca,
) Met-X,

[ll) X-marca,

) Met-marca-X,

) marca-X,

[) marca-X-marca,

) X

VIIl) Met-marca-X-marca

(
(
(
(v
(Y
(Y
(Vi
(

donde Met es un resto de metionina N-terminal, X es la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 9, y
marca es una secuencia de marca peptidica (por ejemplo, (His)s). La secuencia marca habitualmente es de 5 a 15
aminoacidos de longitud.

El polipéptido puede consistir en una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en las
SECIDN?7y09.

Determinacion de la reactividad a IgE

El polipéptido de la invencion preferiblemente tiene una reactividad reducida a IgE respecto a Der p 1 y/o Der p 2. En
su sentido mas amplio, la expresién "reactividad a IgE" se refiere a la capacidad de una sustancia de unirse a
anticuerpos IgE. Mas especificamente, como se usa en este documento, la expresion "reactividad a IgE" se refiere a
la capacidad del polipéptido de unirse anticuerpos IgE de individuos que son alérgicos contra uno o mas de los
alérgenos de los cuales se obtienen los fragmentos dentro del polipéptido.

La reactividad a IgE puede medirse determinando el grado de unién entre (1) IgE sérica de individuos que son
alérgicos contra uno o mas de Der p 1y Der p 2, y (2) el polipéptido. Esto puede hacerse por el método descrito en
la referencia (26).

Como alternativa, la reactividad a IgE y la actividad alergénica pueden determinarse analizando la expresién de
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CD203c sobre basofilos humanos que se aislaron de individuos alérgicos a uno o mas de Der p 1 y Der p 2. Véase
el ejemplo 4 y la referencia (32).

Determinacion de la reactividad a células T

El polipéptido preferiblemente tiene reactividad a células T. La expresién "reactividad a células T" como se usa en
este documento se refiere a la capacidad de una sustancia de unirse especificamente a receptores de células T.
Mas especificamente, "reactividad a células T" significa la capacidad del polipéptido de inducir proliferacion de
células T.

La reactividad a células T de los polipéptidos puede medirse (1) proporcionando células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) aisladas de individuos alérgicos contra uno o mas de los alérgenos de los cuales se obtienen los
fragmentos, y (2) determinando el grado de proliferacién de células T contenido en dichas PBMC. Véase Ball et al.
(2009) Allergy 64:569-80.

Induccion de una respuesta protectora de IgG

El polipéptido de la invencion preferiblemente tiene la capacidad de inducir una respuesta de IgG contra uno o mas
de los alérgenos de los cuales se obtienen los fragmentos. Esto puede determinarse (1) inmunizando a un mamifero
no humano (por ejemplo, un ratén, rata o conejo) con el polipéptido, y (2) determinando la cantidad de anticuerpos
IgG creados en dicho mamifero no humano, que son especificos para dicho uno o mas alérgenos de los cuales se
obtienen los fragmentos. Los anticuerpos IgG medidos son preferiblemente anticuerpos IgG1. Preferiblemente, la
etapa (2) se realiza usando un ensayo ELISA. Véase el ejemplo 5.

Los polipéptidos son preferiblemente capaces de inducir una respuesta protectora de IgG. Esto puede determinarse
(1) proporcionando una composiciéon que contiene anticuerpos IgG por inmunizacién de un mamifero no humano
(por ejemplo, un ratén, rata o conejo) con el polipéptido; (2) proporcionando una composicién que contiene
anticuerpos IgE de individuos que son alérgicos contra uno o méas de dichos alérgenos de los cuales se obtienen los
fragmentos del polipéptido, y (3) midiendo si dicha composicién que contiene anticuerpos IgG puede bloquear la
unién de dichos anticuerpos IgE a uno o mas dichos alérgenos y/o el grado a que lo hace.

Este ensayo se realiza preferiblemente usando un ensayo ELISA. Por ejemplo, los alérgenos de tipo silvestre de los
cuales se obtienen los fragmentos pueden inmovilizarse en una placa ELISA. La placa ELISA pretratada de este
modo después puede ponerse en contacto con dicha composicion que contiene los anticuerpos IgG para permitir la
unién de anticuerpos IgG a dichos alérgenos inmovilizados. Después de lavado, la composicién que contiene dichos
anticuerpos IgE se pone en contacto con la placa ELISA. Después de lavado, se determina la cantidad de
anticuerpos IgE. Véase el Ejemplo 6.

Aspectos adicionales de la invencion

La invencion se refiere adicionalmente a un polinucleétido que codifica el polipéptido de la presente invencion.
Debido a la degeneracién del cédigo genético, muchas moléculas polinucleotidicas diferentes pueden codificar un
unico polipéptido. El polinucleétido de la invencién preferiblemente es una construccion de expresion para obtener el
polipéptido después de su expresién en células hospedadoras. La construccién de expresién puede comprender
adicionalmente componentes que son generalmente conocidos en la técnica tales como secuencias promotoras,
genes que codifican factores de resistencia contra antibiodticos, un origen de replicacién y similares. Preferiblemente,
el polinucledtido comprende la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEC ID N® 10. Mas preferiblemente, el
polinucleétido comprende la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEC ID N¢ 8.

La invencion se refiere adicionalmente a una célula transfectada o transformada con un polinucleétido de la presente
invencion. Las células adecuadas incluyen células eucariotas y células procariotas. Las células eucariotas pueden
transfectarse por métodos conocidos en la técnica tales como transfeccion mediada por fosfato calcico,
electroporacion, lipofeccion, etc.

La invencién se refiere adicionalmente a una composicion farmacéutica o vacuna que contiene el polipéptido,
polinucleétido o célula de acuerdo con esta invencion. La composicién farmacéutica puede contener adicionalmente
uno o mas vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables tal como un tampén o solucion salina.
Preferiblemente, la composicién farmacéutica de la invencion es una composicién de vacuna. En una realizacién
particular, la composicion farmacéutica contiene adicionalmente un adyuvante tal como hidréxido de aluminio.

La invencion también se refiere a un método para la preparacion del polipéptido de la invencion. EI método
comprende proporcionar un polinucleétido que codifica el polipéptido, introducir dicho polinucleétido en una célula
hospedadora, cultivar la célula hospedadora obtenida de este modo en condiciones tales que el polipéptido hibrido
se exprese, y recuperar el producto de expresion de la célula. El polinucleétido puede prepararse por métodos
conocidos en la técnica. Puede preferirse usar la tecnologia PCR para preparar el polinucleétido que codifica el
polipéptido de la invencion.
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La invencidon se refiere adicionalmente al uso del polipéptido, un polinucleétido o una célula descrita en este
documento para la preparacion de un medicamento para el tratamiento y/o prevencién de un trastorno alérgico,
preferiblemente de alergia a &acaros del polvo doméstico. Dicho medicamento puede estar compuesto por el
polinucleétido que codifica una vacuna que puede usarse directamente para la vacunacién basada en ADN contra
alergia de Tipo 1. El polipéptido recombinante o sintético puede usarse para preparar formulaciones para el
tratamiento oral, sublingual o parenteral de trastornos alérgicos de Tipo 1 que se usan ahora de forma rutinaria para
inmunoterapia. Ejemplos de formulaciones para inmunoterapia sublingual o polipéptido hibrido unido a adyuvante
para inmunoterapia de inyeccion. Aplicaciones posibles incluyen también formas basadas en células de
inmunoterapia que pueden basarse en, por ejemplo, células dendriticas u otras células presentadoras de antigeno.
Esas células se transforman y expresan antigeno in vivo. Preferiblemente se usan células ortlogas transformadas
con vectores adecuados.

Un modo de aplicacion puede ser la inyeccion subcutanea de polipéptido unido a adyuvante. Otra posibilidad es
administracién oral o nasal del polipéptido para inducir tolerancia inmunolégica o anergia contra los componentes del
polipéptido. Todas las posibles formulaciones pueden prepararse de acuerdo con medidas que son conocidas para
los especialistas en la técnica (esquema de administracion de adyuvantes de dosificacion).

La invencién se refiere adicionalmente al uso del polipéptido descrito en este documento o de un polipéptido o0 una
célula descrita en este documento para la preparacion de un medicamento para vacunacioén profilactica o induccién
de tolerancia. La administracion profilactica de polipéptidos hibridos significa la administracion del polipéptido a
individuos, preferiblemente nifios todavia no sufren alergia de Tipo 1 para inducir un estado de tolerancia
inmunologica, anergia o ausencia de sensibilidad, o una inmunidad protectora contra los componentes de la vacuna
hibrida. Esto puede conseguirse mediante los diversos protocolos resumidos para el tratamiento de un trastorno
alérgico establecido. El tratamiento profilactico puede realizarse con los polipéptidos o polinucleétidos descritos en
este documento anteriormente.

En una realizacion adicional, la invencién se refiere al uso de un polipéptido descrito en este documento para la
deteccion de anticuerpos contra una proteina alergénica en una muestra. El anticuerpo puede ser un anticuerpo IgM
IgE, IgG o IgA. La concentracién del anticuerpo puede determinarse a partir de una muestra que se ha obtenido de
un fluido corporal. La muestra pueden proporcionarla animales o seres humanos. Dichos ensayos pueden basarse
en un polipéptido inmovilizado en fase sélida o el polipéptido en fase fluida. Ejemplos para dichos ensayos incluyen
ensayos ELISA, ensayos de transferencia de Western o cualquier otro ensayo donde el polipéptido se inmoviliza
para unirse a anticuerpos especificos procedentes de la muestra. Como alternativa, el polipéptido se afade
directamente al fluido que contiene anticuerpos para adsorber anticuerpos especificos como, por ejemplo, en
ensayos inmunolégicos competitivos.

El polipéptido de la invencién también puede usarse para ensayos celulares tal como un ensayo de proliferacion de
células T, etc.

Sumario de las secuencias de aminodacidos y nucleétidos mostradas en la lista de secuencias:

SEC ID N2 secuencia/construccion

1 secuencia de aminoacidos de Der p 1 de tipo silvestre madura (es decir sin secuencia sefial y
propéptido) con metionina N-terminal

2 secuencia de aminoacidos de Der p 2 de tipo silvestre con 2 aminoacidos foraneos en el

extremo N-terminal y una marca hexabhistidina en el extremo C-terminal; esta construccion se

uso en los ejemplos

secuencia de ADN que codifica la SEC ID N° 1

secuencia de ADN que codifica la SEC ID N¢ 2

secuencia de aminodcidos de la construccion Dp 2/1C

secuencia de acido nucleico que codifica la SEC ID N° 5

secuencia de aminodcidos de la construccion Dp 2/1S

secuencia de acido nucleico que codifica la SEC ID N° 7

secuencia de aminodcidos de la construccion Dp 2/1 S sin (His)e C-terminal
0 secuencia de &cido nucleico que codifica la SEC ID N° 9
1 secuencia de aminoacidos de marca hexahistidina

- 2 O©oOoO~NOOr~W

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la invencion. El alcance de la invencién, sin embargo, no esta
limitado a los ejemplos.
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Ejemplos

Ejemplo 1: Construccién de proteinas mosaico Der p 2/1

Para construir la proteina mosaico Der p 2/1, se volvieron a ensamblar tres fragmentos de Der p 1 (1.1 aa1-84; 1.2
aa 85-143; 1.3 aa144-222) y dos fragmentos de Der p 2 (2.1 aa 1-53; 2.2 aa 54-129) en el siguiente orden: 1-3, 2.2,
1.2, 2.1, 1.1 (Figura 1A). Se sintetizaron dos genes sintéticos para las proteinas mosaico Der p 2/1 con una marca
hexahistidina C-terminal y se optimizaron los codones para la expresion en E. coli (ATG biosynthetics, Merzhausen,
Alemania). Un gen contenia el ADN que codifica la secuencia original de aa de Der p 1 y Der p 2 con los doce restos
de cisteina (Dp 2/1 C) (Figura 1B) y en el otro gen, los restos de cisteina se intercambiaron con restos de serina (Dp
2/1S) (Figura 1C). Los genes sintéticos se clonaron en el fragmento Ndel/EcoRI del sitio de clonacién mdltiple del
vector de expresién pET17b y las secuencias de ADN se determinaron por secuenciacion (ATG biosynthetics).

Ejemplo 2: Expresion y purificacién de proteinas mosaico Der p 2/1

Los vectores de expresion que contenian las construcciones Der p 2/1 se transformaron en E. coli cepa BL21 (DE3).
La expresion de proteinas se realizé en 250 ml de cultivo liquido por induccién con isopropil-B-tiogalactopiranésido
(IPTG) 0,5 mM a una DOgy de 0,8 durante 4 h a 37 °C y las células se recogieron por centrifugacién a 4000xg
durante 15 min. a 4 °C. Los sedimentos bacterianos obtenidos de los 250 ml de cultivo liquido se resuspendieron en
10 ml de imidazol 25 mM, pH 7,4, Triton X-100 al 0,1 % (v/v). Las células se lisaron mediante tres ciclos de
congelacién/descongelacién (-70 °C/+50 °C), se degradd el ADN por incubacién con 1 ug de DNasa | durante 10
min. a temperatura ambiente y los desechos celulares se retiraron por centrifugacién (10.000xg, 30 min., 4 °C). Las
proteinas mosaico Dp2/1C y Dp 2/1 S se encontraron en el sedimento en la fraccién de cuerpos de inclusién, que se
solubilizé con clorhidrato de guanidina 6 M, NaH.PO, 100 mM, Tris-Cl 10 mM, pH 8 durante 4 h a temperatura
ambiente. Los residuos insolubles se retiraron por centrifugacién (10.000xg, 15 min., 4 °C) y las dos proteinas
mosaico se purificaron en condiciones desnaturalizantes sobre columnas de afinidad de resina Ni-NTA (QIAGEN,
Hilden, Alemania).

Las fracciones, que contenian proteinas recombinantes de mas del 90 % de pureza se dializaron frente a NaH2PO.
10 mM pH 4,7 y las concentraciones finales de proteina se determinaron mediante el kit de ensayo de proteinas
BCA (Novagen, Merck, Darmstadt, Alemania).

Ejemplo 3: Caracterizacién de proteinas mosaico Der p 2/1

La pureza y la masa molecular se controlaron por SDS-PAGE mostrado en la Figura 2A. Ambos proteinas mosaico
muestran una clara banda a aproximadamente 37 kDa. Para conseguir informacion acerca del comportamiento de
polimerizacion de las proteinas mosaico, se realiz6 SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras
mostradas en la Figura 2B. Para condiciones reductoras, se us6é un tampon de muestra que contenia (-
Mercaptoetanol y las muestras se hirvieron a 95 °C durante 5 minutos, para condiciones no reductoras, se usé un
tampon de muestra sin B-Mercaptoetanol. En condiciones reductoras las dos proteinas mosaico Der p 2/1 aparecen
como proteinas monoméricas (Figura 2B, carriles r). Pero en condiciones no reductoras las dos proteina mosaico
Der p 2/1 forman agregados, mientras que Der p 2/1C forma mas agregados que Der p 2/1 S (Figura 2B, carriles nr).

Para analizar el plegamiento proteico, se realizaron mediciones de dicroismo circular (CD) con nDer p 1, rDer p 2,
Der p 2/1C y con Der p 2/1 S a concentraciones de proteina de 0,1 mg/ml en NaH>PO4 10 mM, pH 4,7 usando una
cubeta de cuarzo rectangular con una longitud de paso de 0,2 cm. Se registraron los espectros de 190 a 260 nm con
0,5 nm de resolucion a una velocidad de exploracién de 50 nm/min y resultaron del promedio de tres exploraciones.
Los espectros finales se corrigieron sustrayendo los espectros basales obtenidos con el tampén correspondiente
(NaH2PO4 10 mM, pH 4,7) en condiciones idénticas. Los resultados se expresan como la elipticidad media de los
restos (®) a una longitud de onda dada. El espectro CD de nDer p 1 indic6 un elevado contenido de hélice a, que se
caracteriza por un minimo a 208 nm y a 222 nm (Figura 3). El espectro CD de rDer p 2 muestra un minimo a 215 nm
y un maximo a 197 nm, que es tipico de conformacién en lamina  (Figura 3). Los espectros CD de Der p 2/1C y Der
p 2/1 S son muy similares mostrando un minimo amplio a 215 nm y un maximo a 195 nm, que es una forma tipica de
un plegamiento mixto o/f (Figura 3).

Ejemplo 4: Reactividad a IgE y actividad alergénica de las proteinas mosaico Der p 2/1

Se ensayé la reactividad de IgE de pacientes alérgicos a los acaros a proteinas mosaico Der p 2/1 por andlisis dot
blot mostrado en la Figura 4. Se aplicaron puntualmente 2 pl de nDer p 1, rDer p 2, las dos proteinas mosaico (Der p
2/1C y Der p 2/1 S) y, para propositos de control, BSA (cada una 0,1 mg/ml) en tiras de membrana de nitrocelulosa.
Se determiné la reactividad de IgE de 21 pacientes alérgicos a los acaros y dos controles (NC: persona no alérgica,
BC: control de tamp6n) a las proteinas sometidas a dot-blot como se ha descrito (26). Todos los pacientes alérgicos
mostraron una reactividad positiva de IgE a nDer p 1 y rDer p 2, mientras que solamente tres pacientes (paciente 1,
8, y 19) mostraron reactividad de IgE a Der p 2/1C y dos pacientes (paciente 1 y 8) mostraron reactividad reducida
de IgE a Der p 2/1 S. Todos los demas pacientes no mostraron reactividad detectable de IgE a Der p 2/1C y Der p
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2/1 S. Cuando se usé suero de una persona no alérgica (NC) o tampdn sin suero (BC), no se encontraron
reactividades a ninguna proteina aplicada puntualmente (Figura 4, carriles NC, BC). Ninguno de los pacientes
mostr6 ninguna reactividad de IgE a la proteina de control, BSA (Figura 4).

La actividad alergénica de las dos proteinas mosaico Der p 2/1 se compar6 con los alérgenos de tipo silvestre nDer
p 1y rDer p 2 por determinacién de la expresion de CD203c en basofilos de 8 pacientes alérgicos a HDM, cuando se
estimulaban con los dos alérgenos de tipo silvestre o las dos proteinas mosaico Der p 2/1 mostradas en la Figura 5.
Se recogieron muestras de sangre heparinizada de 8 pacientes alérgicos a los acaros después de dar el
consentimiento informado. Los baséfilos se estimularon con diversas concentraciones (0,04-400 nM) de nDer p 1,
rDer p 2, Der p 2/1C y Der p 2/1 S, y para propésitos de control, con un anticuerpo monoclonal anti-IgE (1 pg/ml) o
PBS durante 15 min. (37 °C). La expresion de CD203c se determin6 como se ha descrito (32). Estos andlisis
mostraron que ambos alérgenos nDer p 1 y rDer p 2 de tipo silvestre inducian fuerte regulacion positiva de la
expresion de CD203c en todos los pacientes alérgicos a HDM ensayados a concentraciones entre 0,4 nM y 400 nM,
mientras que no se obtuvieron regulaciones positivas relevantes con las proteinas mosaico Der p 2/1Cy Derp 2/1 S
hasta una concentracion de 400 nM. Se usaron anticuerpos anti-lgE humana como control positivo e indujeron
regulacion positiva de expresion de CD203c en baséfilos de todos los pacientes, mientras que no se obtuvo
regulacion positiva con tampén solo (datos no mostrados).

Ejemplo 5: Inmunizacién de conejos con las dos proteinas mosaico Der p 2/1

Para demostrar si las dos proteinas mosaico son capaces de inducir anticuerpos IgG especificos contra Derp 1y
Der p 2, se inmunizaron conejos cinco veces con Der p 2/1C o con Der p 2/1S (200 pg/inyeccion), usando CFA para
la primera inmunizacion y cuatro veces IFA como adyuvantes. Ademas, los conejos se inmunizaron tres veces con
nDer p 1 o rDer p 2 (200 pg/inyeccion) usando una vez adyuvante completo de Freund (CFA) y dos veces adyuvante
incompleto de Freund (IFA) para crear anticuerpos IgG especificos contra los dos alérgenos de tipo silvestre. Ambas
proteinas mosaico Der p 2/1 fueron capaces de inducir anticuerpos IgG especificos de Der p 1y Der p 2 (Figura 6).
Para propésitos de control, se usaron sueros de conejo anti-Der p 1 y anti-Der p 2. El suero de conejo anti-Der p 1
dio reaccion positiva solamente con nDer p 1 aplicado puntualmente, mientras que el suero de conejo anti-Der p 2
dio reaccién positiva con rDer p 2 y también con las dos proteinas mosaico Der p 2/1 (Figura 6). Ninguno de los
sueros de conejo mostrd ninguna reactividad a la proteina de control, BSA (Figura 6).

Ejemplo 6: Inhibicién de la unién de IgE de pacientes alérgicos a nDer p 1 y rDer p 2 por anticuerpos de conejo anti-
Der p 2/1C y anti-Der p 2/1S

Se investigé si los anticuerpos IgG inducidos por proteinas mosaico Der p 2/1 son capaces de inhibir la unién de IgE
de pacientes alérgicos a HDM a nDer p 1 y rDer p 2 en experimentos de competicion ELISA.

Se recubrieron placas Maxisorp ELISA (Nunc) durante una noche a 4 °C con nDer p 1 o rDer p 2 (0,5 pg/pocillo en
PBS), se lavaron dos veces con PBST (PBS; Tween 20 al 0,05 % [v/v]) y después se bloquearon en tamp6n de
bloqueo (PBST, BSA al 1 % [p/v]) durante 3 h a temperatura ambiente. Se afadieron antisueros de conejo anti-nDer
p 1, rDer p 2, Der p 2/1C y anti-Der p 2/1S (dilucion 1:20 en PBST, BSA al 0,5 % (p/v)), y los correspondientes
sueros preinmunes (dilucion 1:20 en PBST, BSA al 0,5 % (p/v)) a las placas y se incubaron durante una noche a 4
°C. Después de lavado, las placas se incubaron con sueros de pacientes alérgicos a acaros (dilucion 1:10 en PBST,
BSA al 0,5 % (p/v)) durante una noche a 4 °C. Los anticuerpos IgE humanos unidos se detectaron con anticuerpos
de cabra anti-IgE humana conjugados a HRP (KPL, Gaithersburg, MD, EEUU) diluidos 1:2500 en PBST, BSA al 0,5
% (p/v) como se ha descrito (33). El porcentaje de inhibicion de la union de IgE se calculd del siguiente modo: 100 -
(DOs/DOp) x 100. La DOs y la DOp representan las extinciones después de preincubacién con el suero inmune y
suero preinmune de conejo, respectivamente.

Los anticuerpos de conejo anti-Der p 1 inhibieron la unién de IgE de los pacientes a nDer p 1 entre el 49,1 % y el
91,8 % (media del 74,9 %). Las inhibiciones para nDer p 1 obtenidas con anticuerpo de conejo anti-Der p 2/1C (es
decir, el 0-48,7 %; media del 24,1 %) y con anticuerpo de conejo anti-Der p 2/1S (es decir, el 31,9-66,0 %; media del
49,9 %) fueron inferiores en comparacion con anticuerpo de conejo anti-Der p 1. Usando anticuerpo de conejo anti-
Der p 2 se inhibi6 la unién de IgE de los pacientes a rDer p 2 entre el 50,3 % y el 92,9 % (media del 73,9 %) y la
inhibicion con anticuerpo de conejo anti-Der p 2/1C (es decir, el 56,9-93,4 %; media del 78,1 %) y con anticuerpo de
conejo anti-Der p 2/1S (es decir, el 73-93,3 %; media del 86,1 %) fueron comparables con anticuerpo de conejo anti-
Der p 2 (Tabla I).

Tabla I. Inhibicion de la union de IgE de pacientes alérgicos a nDer p 1 y rDer p 2 con antisueros de conejo
anti-Der p 1, anti-Der p 2 o anti-Der p 2/1.

inhibicion para nDer p 1 inhibicion para rDer p 2
nDer p 1 de conejo anti-Der p 2/1C Der p 2/1S|rDer p 2 de conejo anti-Der p 2/1C Der p 2/1S
Paciente 1 | 89,58 19,09 44,97 75,46 81,73 87,16
Paciente 2 | 88,09 41,54 56,23 92,20 93,35 94,30
Paciente 3 [ 61,12 1,25 38,10 67,08 72,44 83,21
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Paciente 4 | 72,28 35,68 59,61 69,94 71,64 82,09
Paciente 5 | 76,79 45,17 54,16 92,93 92,35 93,04
Paciente 6 | 89,30 43,06 61,66 80,89 85,07 90,28
Paciente 7 | 49,12 0,00 35,17 61,98 69,39 80,65
Paciente 8 | 58,05 0,00 31,92 59,21 64,62 78,48
Paciente 9 | 82,53 20,15 51,54 69,23 77,31 88,79
Paciente 10| 91,78 48,72 65,99 88,12 89,86 93,47
Paciente 11| 57,88 4,16 43,82 50,34 56,90 72,97
Paciente 12| 82,10 30,41 55,72 79,37 82,59 88,31
media 74,89 24,10 49,91 73,90 78,10 86,06
Los resultados se muestran en % de inhibicién de la unién de IgE

Ejemplo 7

Los especialistas en la técnica son conscientes de que los polipéptidos hipoalergénicos correspondientes a los
descritos anteriormente en los Ejemplos 1-6 pueden prepararse sobre la base de variantes de Derp 1 y Der p 2. Los

10

numeros de acceso de diversos isoalérgenos de Der p 1 y Der p 2 se proporcionan en las siguientes tablas:

Tabla Il

Isoalérgeno Der p 1

N2 de acceso a GenBank Nucleétidos

N2 de acceso a UniProt

Der p 1.0101 U11695 (variante) P08176 (variante)
Der p 1.0102 U11695 P08176
Derp 1.0103 U11695 (variante) P08176 (variante)
Derp 1.0104 U11695 (variante) P08176 (variante)
Der p 1.0105 U11695 (variante) P08176 (variante)
Derp 1.0106 U11695 (variante) P08176 (variante)
Der p 1.0107 U11695 (variante) P08176 (variante)
Derp 1.0108 U11695 (variante) P08176 (variante)
Der p 1.0109 U11695 (variante) P08176 (variante)
Derp 1.0110 U11695 (variante) P08176 (variante)
Derp 1.0111 U11695 (variante) P08176 (variante)
Derp 1.0112 U11695 (variante) P08176 (variante)
Derp 1.0113 DQ185508 (variante) Q3HWZ5 (variante)
Derp 1.0114 DQ185508 (variante) Q3HWZS5 (variante)
Derp 1.0115 DQ185508 (variante) Q3HWZS5 (variante)
Derp 1.0116 DQ185508 (variante) Q3HWZS5 (variante)
Derp 1.0117 DQ185508 (variante) Q3HWZ5 (variante)
Derp 1.0118 DQ185508 (variante) Q3HWZ5 (variante)
Derp 1.0119 DQ185508 (variante) Q3HWZS5 (variante)
Der p 1.0120 DQ185508 (variante) Q3HWZS5 (variante)
Derp 1.0121 DQ185508 (variante) Q3HWZ5 (variante)
Derp 1.0122 DQ185508 (variante) Q3HWZ5 (variante)
Der p 1.0123 DQ185508 (variante) Q3HWZS5 (variante)
Derp 1.0124 FM177224

Tabla lll
Isoalérgeno Der p 2 |N2 de acceso a GenBank Nucleétidos |N2 de acceso a UniProt
Der p 2.0101 AF276239 P49278
Der p 2.0102 AF276239 P49278
Der p 2.0103 AF276239 P49278
Der p 2.0104 AF276239 P49278
Der p 2.0105 AF276239 P49278
Der p 2.0106 AF276239 P49278
Der p 2.0107 AF276239 P49278
Der p 2.0108 AF276239 P49278
Der p 2.0109 DQ185510 Q3HWZ3
Der p 2.0110 DQ185510 Q3HWZ3
Der p 2.0111 DQ185510 Q3HWZ3
Der p 2.0112 DQ185510 Q3HWZ3
Der p 2.0113 DQ185510 Q3HWZ3
Der p 2.0114 AM263560 Q1H8P8
Der p 2.0115 FM177223
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Estas secuencias de aminoéacidos y acido nucleicos de estas isoformas difieren de aquellas mostradas en las SEC
ID N? 1-4 en solamente pocas sustituciones. Por lo tanto, los especialistas en la técnica pueden proporcionar
facilmente construcciones también sobre la base de los isoalérgenos enumerados anteriormente.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Biomay AG

<120> Polipéptidos hipoalergénicos para el tratamiento de alergia contra acaros del polvo doméstico
<130> Mosaico de acaro

<160> 11

<170> PatentlIn versién 3.5

<210> 1

<211> 223

<212> PRT

<213> Dermatophagoides pteronyssinus

<400> 1
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10

Met Thr Asn Ala Cys

Leu Arg Gln Met Arg

Gly Ser Cys Trp Ala
35

Leu Ala Tyr Arg Asn
50

Asp Cys Ala Ser Gln

Ile Glu Tyr Ile Gln
85

Tyr Val Ala Arg Glu
100

Gly Ile Ser Asn Tyr
115

Arg Glu Ala Leu 2ala
130

Ile Lys Asp Leu Asp
145

Gln Arg Asp Asn Gly
165

Gly Tyr Ser Asn Ala
180

Trp Asp Thr Asn Trp
195

Ile Asp Leu Met Met
210

<210>2
<211>137
<212> PRT

ES 2526678 T3

Ser

Thr

Phe

Gln

His

His

Gln

Cys

Gln

Ala

150

Tyr

Gln

Gly

Ile

<213> Dermatophagoides pteronyssinus

<400> 2

Ile

Val

Ser

Ser

55

Gly

Asn

Ser

Gln

Thr

135

Phe

Gln

Gly

Asp

Glu
215

Asn

Thr

Gly

40

Leu

Cys

Gly

Cys

Ile

120

His

Arg

Pro

val

Asn
200

Glu

12

Gly

Pro

25

val

Rsp

His

val

Arg

105

Tyxr

Ser

His

Asn

Asp
185

Gly

Tyr

Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp
10 15

Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys
30

Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr
45

Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val
60

Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly
75 80

val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg
90 95

Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe
110

Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile
125

Ala Ile Ala Vval Ile Ile Gly
140

Tyr Asp Gly Arg Thr Ile Ile
155 160

Tyr His Ala val Asn Ile Val
170 175

Tyr Trp lle Val Arg Asn Ser
150

Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn
205

Pro Tyr Val Val Ile Leu
220
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His Met Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asgn His Glu Ile Lys

Lyg Val Leu Val Pro Gly Cys His Gly Ser Glu Pro Cys Ile Ile His
2Q 25 30

Arg Gly Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala Val Phe Glu Ala Asn Gln Asn
35 40 45

Ser Lys Thr Alaz Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Ile Glu Gly Leu Glu
50 55 60

Val asp Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys Hig Tyr Met Lys Cys
65 70 75 80

Pro Leu Val 1Lysg Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Ile Val
85 20 85

Pro Lys Ile Ala Pro Lye Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val
100 105 110

Met Gly Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala lys
115 120 125

Ile Arg Asp His His His His His His
130 135

<210> 3

<211> 672

<212> ADN

<213> Dermatophagoides pteronyssinus

<400> 3
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15

20

atgaccaacg

cgtacegtta
gttgetgeta
caggaactgg
atcgaataca
gaacagtctt
tacceocgecga
gttatcatcg
cagoegtgaca
getocagggtyg
ggttacggtt

gttatcotgt

<210> 4

<211> 414
<212> ADN
<213> Dermatophagoides pteronyssinus

<400> 4

catatggate
ccaggatgeoe
gocgtttteg
gaaggtttag
ccattggtta
ccaaaatetg

tgtgctattg

<210>5

<211> 357
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion Dp 2/1C

<400> 5

cttgototat

cccegateoeg
cogaatetge
ttgactgege
tccagcoacaa
geegteogtee
acgttaacaa
gtatcaaaga
acggttacca
ttgactactg
acttegetge

aa

aagtcgatgt
atggttcaga
aagccaacca
aagttgatgt
aaggacaaca
aaaatgttgt

ctactcatgc
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caacggtaac

tatgcagggt
ttacctgget
tteteageac
cggtgttgtt
gaacgctcag
aatccgtgaa
cctggacget
gceccgaactac
gatcgttegt

taacatcgac

caaagattgt
accatgtate
aaactcaaaa
tecceggtate
atatgatatt
cgteactgtt

taaaatecege

geteeggety

ggttgeggtt
tacegtaace
ggttgecacg
caggaatctt
cgttteggta
gctetggete
ttcogtcact
caagetgtta
aactcttggg

ctgatgatga

gecaatcatg
attcategtg
accgetaaaa
gatccaaatg
aaatatacat
aaagttatgyg

gatcatcacc

aaatcgacct

cttgetggge
agtetetgga
gtgacaccat
actaccgtta
tectctaacta
agacccacte
acgacggtcg
acatcgttgyg
acaccaactg

tcgaagaata

aaatcaaaaa
gtaaaccatt
ttgaaatcaa
catgccatta
ggattgttee

gtgataatgg

atcaccatca

gogtcagatg

tttctetggt
cctggetgaa
cecgegtggt
cgttgetegt
ctgccagatc
tgctateget
taccatcatce
ttactetaac
gggtgacaac

cccgtacgtt

agtttiggta
ccaattggaa
agettcaatec
tatgaaatgt
aaaaattgca
tgttttgget

ctaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

€72

60
120
180
240
300
360

414

Ile Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Arg Thr Ile Ile
10

1

5

15

Gln Arg Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val
20

25

14

30



Gly

Trp

Ile

65

Lys

Agn

Cys

145

Gln

Pxro

Pro

Ile

His

225

Cys

Ile

Tyr

Asp

50

Asp

Ala

Ala

Ile

Val

130

Ala

Glu

AsSn

Asn

Ala

210

Glu

Ile

Asn

aAsn

Ser
35

Thr

Ser

Cys

Lys

115

Val

Ile

Ser

Ala

val

195

val

Ile

Ile

Gln

Gly
275

Asn

Asn

Met

Ile

His

100

Tyr

val

Ala

Tyr

Gln

180

Asn

Ile

Lys

His

Asgn

260

Asn

Ala

Trp

Met

Glu

85

Tyr

Thr

Thr

Thr

Tyr

165

Arg

Lys

Ile

Lys

Arg

245

Ser

Ala
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Gln

Gly

Ile

70

Gly

Met

Trp

Val

His

150

Arg

Phe

Ile

Gly

val

230

Gly

Lys

Pro

Gly

Asp

55

Glu

Leu

Lys

Ile

Lys

138

Ala

Tyr

Gly

Arg

Asp

215

Leu

Lys

Thr

Ala

val

40

Asn

Glu

Glu

Cys

Vval

120

val

Lys

val

Ile

Glu

200

Gln

val

Pro

Ala

Glu
280

15

Asp

Gly

Tyr

val

Pro

105

Pro

Met

Ile

Ala

Ser

185

Ala

Val

Pro

Phe

Lys

265

Ile

Tyr

Tyr

Pro

Asp

90

Leu

Lys

Gly

Arg

Arg

170

Asn

Leu

Asp

Gly

Gln

250

Ile

Asp

Trp

Gly

Tyr

75

Val

val

Ile

Asp

Asp

155

Glu

Tyr

Ala

Val

Cys

235

Leu

Glu

Leu

Tle

Tyr

60

val

Pro

Lys

Ala

Asn

140

His

Gln

Cys

Gln

Lys

220

His

Glu

Thr

Arg

Val

45

Phe

val

Gly

Gly

Pro

125

Gly

Asn

Ser

Gln

Thr

205

Asp

Gly

Ala

Asn

Gln
285

Arg

Ala

Ile

Ile

Gln

110

Lys

Val

Gly

Cys

Ile

190

His

Cys

Ser

Val

Ala

270

Met

Asn

Ala

Leu

Asp

95

Gln

Ser

Leu

vVal

Arg

175

Tyr

Ser

Ala

Glu

FPhe

255

Arg

Ser

Asn

Ile

80

Pro

Tyxr

Glu

Ala

vVal

160

Arg

Pro

Ala

Asn

Pro

240

Glu

Ser

Thr
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Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly Ser Cys Trp Ala Fhe
290 295 300

Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu Ala Tyr Arg Asn Gln
305 310 315 320

Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp Cys Ala Ser Gln His
325 330 335

Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile Glu Tyr Ile Gln His
340 345 350

His His His His His
355
<210> 6
<211> 1086

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion Dp 2/1C

<400> 6
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catatgatca

gacaacggtt
ggtgttgact
ggttactteg
ctgatcaaag
tgccactaca
atcgttccga
gacaacggtyg
gttgttcagg
geteagegtt
cgtgaagete
gttaaagact
gaaccgtgea
cagaactcta
gctgaaateg
ggttottget

aaccagtete

cacggtgaca

gaatte

aagacctgga.

accageegaa
actggategt
atgctaacat
cttctatega
tgaaatgece
aaatcgctaoc
ttetggettg
aatcttacta
teggtatete
tggctcagac
gcgectaacca
tcatccaccey
aaaccgetaa
acctgegteoa
gggctttcte

tggacctgge

ccatcacgog

<210>7

<211> 357

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion Dp 2/1S

<400>7
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cgetttaegt
ctaccacget
tegtaactet
cgacctgatg
aggtectggaa
getggttaaa
gaaatctgaa
cgctatcget
ccgttacgtt
taactactge
ccactctget
cgaaatcaaa
tggtaaacceg
aategaaacc
gatgoegtaco
tggtgttgect

tgaacaggaa

tggtatcgaa

cactacgacy
gttaacateg
tgggacacca
atgatcgaag
gttgacgtte
ggtcageagt
aacgttgttyg
acccacgcta
gctegtgaac
cagatctacc
atcgctgtta
aaagttetgyg
tteccagetygg
aacgeottget
gttacceocga
gctacegaat

ctggttgact

tacatccage

17

gtegtaccat
ttggttacte
actggggtga
aataccegta
cgggtatecga
acgacateaa
ttaccgttaa
aaatccgtga
agtcttgeeg
cgccgaacgt
tcateggtga
tteegygtty
aagctgtttt
ctatcaacgg
tccgtatgea
ctgettacet

gegettetea

accaccacca

catccagogt
taacgctcag
caacggttac
cgttgttate
cccgaacgct
atacacctgg
agttatgggt
ccacaacggt
tcgtccgaac
taacaaaatc
ccaggttgac
ccacggttet
cgaagetaac
taacgetoeg
gggtggttge
ggcttacecgt

gcacggttge

ccaccactaa

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
€60
720
780
840
500
960

1020

1080

1086
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Ile Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Arg Thr Ile Ile

Gln Arg Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val
20 25 30

Gly Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp lle Val Arg Asn Ser
35 40 45

Trp Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn
50 55 €0

Ile Asp lLeu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu Ile
65 70 75 80

Lys Ala Ser Ile Glu Gly Leu Glu Val Asp Val Pro Gly Ile Asp Pro
85 90 95

Asn Ala Ser His Tyr Met Lys Ser Prco Leun Val Lys Gly Gln Gln Tyr
100 105 110

Agp Ile Lys Tyr Thr Trp Ile Val Pro Lys Ile Ala Pro Lys Ser Glu
115 120 125

Asn Val val val Thr val Lys Val Met Gly Asp Azsn Gly Val Leu Ala
130 135 140

Ser Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Arg Asp His Asn Gly Val val
145 150 155 160

Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr Val Ala Arg Glu Gln Ser Ser Arg Arg
165 170 175

Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly Ile Ser Asn Tyr Ser Gln Ile Tyr Pro
180 185 150
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Pro Asn Val
195

Ile Ala Val
210

Hiz Glu Ile
225

Ser Ile Ile

Ala Asn Gln

Tla Asn Gly
275

Vval Thr Pro
290

Ser Gly val
305

Ser Leu Asp

Gly Ser His

His His His

355

<210>8
<211> 1086
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Asn

Ile

Lys

His

Asn

260

Asn

Ile

Ala

Leun

Gly

340

His

<223> construccion Dp 2/1S

<400> 8

Lys

Ile

Lys

Arg

245

Ser

Ala

Arg

Ala

Ala

325

Asp

His
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Ile

Gly

Val

230

Gly

Lys

Pro

Met

Thr

310

Glu

Thr

Arg

Asp

215

Lys

Thr

Ala

Gln

295

Glu

Gln

Ile

Glu

200

Gln

Val

Pro

Ala

Glu

280

Gly

Ser

Glu

Pro

19

Ala

val

Pro

Phe

Lys

265

Ile

Gly

Ala

Len

Arg
345

Leu

Asp

Gly

Gln

250

Ile

Asp

Ser

Tyr

val

330

Gly

Ala

Val

Ser

235

Leun

Glu

Leu

Gly

Leu

315

Asp

Ile

Gln

Lys

220

Hisg

Glu

Thr

Arg

Ser

300

Ala

Ser

Glu

Thr

205

Asp

Gly

Ala

Asn

Gln

285

Ser

Tyr

Ala

Tyr

His

Ser

Ser

vVal

Ala

270

Mat

Trp

Arg

Ser

Ile
350

Ser

aAla

Glu

Phe

255

Ser

Arg

Ala

Asn

Gln

335

Gln

Ala

Asn

Pro

240

Glu

Ser

Thr

Phe

Gln

320

His

His
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catatgatca
gacaacggtt
ggtgttgact
ggttactteg

ctgatcaaag

tectcactaca
ategttccga
gacaacggtg
gttgttcagy
gctcagegtt
cgtgaagctc
gttaaagact
gaacegtcta
cagaactcta
gctgaaatcg
ggttettcott
aaccagtote
cacggtgaca

gaattc

aagacctgga
accagccgaa
actggategt
ctgctaacat

cttctatoga

tgaaatctcee
aaatcgctcoc
ttetggette
aatcttacta
teggtatctce
tggctocagac
ctgetaacca
tcatecacceg
aaaccgetaa
acctgegtca
gggctttcte
tggacctgge

ccatcocgey
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cgotttecegt
ctaccacget
tegtaactet
cgacctgatyg

aggtctggaa

getggttaaa
gaaatctgaa
tgctateget
coegttacgtt
taactactct
ccactetget
cgaaatcaaa
tggtaaaceg
aatcgaaacc
gatgcgtace
tggtgttgct
tgaacaggaa

tggtatcgaa

cactacgacg
gttaacateg
tgggacacca
atgatcgaag

gttgacgtte

ggtcagcagt
aacgttgttg
acccacgeta
gctogtgaac
cagatctace
atcgetgtta
aaagttectgyg
tteoccagetgyg
aacgcttett
gttacccega
getaccgaat
ctggttgact

tacatccage

<210>9

<211> 351

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion Dp 2/1S sin (His)6 C-terminal

<400>9
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gtocgtaccat
ttggttactce
actggggtga

aatacccgta

cgggtatega

acgacatcaa
ttaccgttaa
aaatcegtga
agtetteteg
cgecgaacgt
toateggtga
ttecgggtte
aagectgtttt
ctatcaacgg
tocgtatgea
ctgettacet
ctgettetea

accaccacca

catecagegt
taacgctecag
caacggttac
cgttgttate

cccgaacget

atacacctgg
agttatgggt
gcagaacggt
tegtocgaac
taacaaaatc
ccaggttgac
tcacggttet
cgaagctaac
taacgcteeg
gggtggttct
ggcettacegt
gecacggttct

ccaccactaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

900

9560

1020

1080
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Ile Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Arg Thr Ile Ile

Gln Arg Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val
20 25 30

Gly Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser
35 40 45

Trp Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn
50 55 60

Ile Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu Ile
65 70 75 80

Lys Ala Ser Ile Glu Gly Leu Glu Val Asp Val Pro Gly Ile Asp Pro
85 90 95

21



Asn

Aszn

Ser

145

Gln

Pro

Pro

Ile

His

225

Ser

Ala

Ile

Vval

Ser

305

Ser

Gly

Ala

Ile

Val

130

Ala

Glu

Asn

Asn

Ala

210

Glu

Ile

Asn

Asn

Thr

2%0

Gly

Leu

Ser

Ser

Lys

115

val

Ile

Ser

Ala

Val

195

val

Ile

Ile

Gln

Gly

275

Pro

Vval

Asp

His

His

100

Tyr

Val

Ala

Tyr

Gln

180

Asn

Ile

Lys

His

Asn

260

Asn

Ile

Ala

Leu

Gly
340

Tyr

Thr

Thr

Thr

Tyr

165

Arg

Lys

Ile

Lys

Arg

245

Ser

Ala

Arg

Ala

Ala

328

Asp
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Met

Tzp

Val

His

150

Arg

Phe

Ile

Gly

Val

230

Gly

Lys

Pro

Met

Thr

310

Glu

Thr

Lys

Ile

Lys

135

Ala

Tyr

Gly

Arg

Asp

215

Leu

Lys

Thr

Glin

295

Glu

Gln

Ile

Ser

val

120

Val

Lys

val

Ile

Glu

200

Gln

Val

Pro

Ala

Glu

280

Gly

Ser

Glu

Pro

22

Pro

105

Pro

Met

Ile

Ala

Ser

185

Ala

Val

Pro

Phea

Lys

265

Ile

Gly

Ala

Leu

Arg
345

Leu

Lys

Gly

Arg

Arg

170

Asn

Leu

Asp

Gly

Gln

250

Ile

Asp

Ser

Tyr

val

330

Gly

val

Ile

Asp

Asp
155

Glu

Tyr

Val

Ser

235

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

315

Asp

Ile

Lys

Ala

Asn

140

His

Gin

Ser

Gln

Lys

220

His

Glu

Thr

Arg

Ser

300

Ala

Ser

Glun

Gly

Pro

125

Gly

Asn

Ser

Gln

Thr

205

Asp

Gly

Ala

Asn

Gln

285

Ser

Tyr

Ala

Tyr

Gln

110

Lys

Vval

Gly

Ser

Ile

190

Bis

Ser

Ser

Val

Ala

270

Met

Trp

Ser

Ile
350

Gln

Ser

Leu

Val

Arg

175

Tyr

Ser

Ala

Glu

Phe

255

Ser

Arg

Ala

Asn

Gln

335

Gln

Tyr

Glu

Ala

Vval

160

Arg

Pro

Ala

Asn

Pro

240

Glu

Ser

Thr

Phe

Gln

320

His
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10

<210> 10

<211> 1053

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion Dp 2/1S sin (His)6 C-terminal

<400> 10
atcaaagacc tggacgettt ccegtcactae gacggtegta ccatcatcca gegtgacaac 60
ggttaccagc cgaactacca cgctgttaac atcgttggtt actctaacge tecagggtgtt 120
gactactgga tcgttegtaa ctcttgggac accaactggg gtgacaacgg ttacggttac 180
ttcgoctgeta acatecgacct gatgatgatc gaagaatace cgtacgttgt tatcetgate 240
aaagcetteta tegaaggtet ggaagttgac gttecgggta tegacccgaa cgcttctcac 300
tacatgaaat ctecgetggt taaaggtceag cagtacgaca tcaaatacac ctggatogtt 360
ccgaaaateg cteccgaaatce tgaaaacgtt gttgttaceg ttaaagttat gggtgacaac 420
ggtgttotgg cttetgetat cgetacccace gotaaaatee gtgaccacaa cggtgttatt 480
caggaatcett actaccegtta cgttgetegt gaacagtett ctegtegbcoe gaacgetcag 540
cgttteggta tetcotaacta cteteagate tacceegecga acgttaacaa aatccgtgaa 600
gcteotggete agacccactc tgotategot gttatcatog gtgaccaggt tgacgttaaa 660
gactctgcta accacgaaat caaaazagtt ctggttcecgg gttetcacgg ttcotgaaceg 720
tetateatec acegtggtaa acegttecag ctggaagetg ttttegaage taaccagaac 780
tctaaaaccg ctaaaatcga aaccaacget tottctatoa acggtaacge tceceggetgaa 840
atcgacctgc gtcagatgcog taccgttace ccgatccgta tgecagggtgg ttetggttet 900
toettgggett tetcetggtgt tgotgotace gaatctgett acctggetta ccgtaaccag 9260
tctcoctggace tggctgaaca ggaactggtt gactctgcectt ctecagcacgg ttotcacggh 1020
gacaccatcc cgocgtggtat cgaatacatc cag 1053

<210> 11

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Marca (His)6

<400> 11

Hig Hig His His His Hisg
1 5
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 9.
2. El polipéptido de la reivindicacién 1, que comprende una estructura seleccionada entre el grupo que consiste en:
) Met-X-marca,
|

) Met-X,
|

) marca-X,
I
I

(V) Met-marca-X-marca,

en el que X es la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 9, Met es metionina, y marca es secuencia
de marca peptidica.

3. El polipéptido de la reivindicacion 2, que consiste en la estructura X-marca.

4. El polipéptido de las reivindicaciones 2 o 3, en el que la marca consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada
enla SEC ID N® 11.

5. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N2 7.

6. El polipéptido de la reivindicacién 5, que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N° 7.

7. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que tiene menor actividad alergénica que Der p 2
de tipo silvestre.

8. El polipéptido definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso en el tratamiento o la
prevencion de un trastorno alérgico.

9. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que el trastorno alérgico es alergia a acaros del polvo
domeéstico.

10. Un polinucledtido que codifica el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

11. El polinucleétido de la reivindicacion 10, que tiene la secuencia de acido nucleico mostrada en las SEC ID N° 8 o
10.

12. Un vector o un plasmido que comprenden el polinucleétido de las reivindicaciones 10 u 11.
13. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, el
polinucleédtido de las reivindicaciones 10 u 11, o el vector o el plasmido de la reivindicacion 12; y un diluyente o un

excipiente farmacéuticamente aceptables.

14. Una vacuna que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, el polinucleétido de
las reivindicaciones 10 u 11, o el vector o el plasmido de la reivindicacion 12; y opcionalmente un adyuvante.

15. Una célula hospedadora que comprende el polinucleétido de las reivindicacione 10 u 11, o el vector o el
plasmido de la reivindicacién 12.
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Figura 1B
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Figura 1C

I¥ood =e=i=a 4 H H B H B © I
DRIV YWLOYIOVIOVIIYIIYDIYDOVIOLY

A ¥ I » ¥ 4 I L 09 8w § 9 H DS ¥Y s aaTadhzg v T a1Ts dH rRAFT XY TE Y 5§ H
Y IY¥YOIIYI095909 030 I¥ 0¥V LO0 WO IO L9 IaYILILL 39 DI0VOL LN LOVYDOYIYYS I 99 D0YOOL LISV I DY IOI0Y LLOODLIOVLI D94 2L WD

L ¥ ¥ A 5 § 4 ¥ M 8§ 8 9 8 9 5 % H Y I 4 I &4 1L ¥ ¥ O ¥ TaiIidvy¥Ydd¥y NS NTIS
UU@HUwHUwHHwBUUPUBUHHEUUUUBBQEBUBBUOEUHBOUEwwwmuwHQHDUUHdwUUUUﬁHHwUUmﬁwUwﬁmwmUHUUUBUUKGUHmm¢waUGUUUHUUUQﬁHUUUiﬁUHﬁ&UB

§ ¥ N I 2 I ¥ ¥ & ¥ 5 N O N v @3 4 a4 ¥ 3 T ¢ &£ 4 ¥ 9 ¥ B I I 5§ 4 3 5 2 H S 2 4
HUHHUwUﬁﬁUU@ﬁdUUHﬁﬂﬁdHUUUUﬂ@dﬂﬁUHU@dUﬂUUmmﬁUUﬁd@UHB9HOHUmﬂdwwBUGQUUBBOUUmdewwﬁwuuduUHmuHﬁHUHmuuﬁﬂUHUEBUUU¢UBUBBGUUUU

A T A ¥ ¥ I ® H N ¥ 8 ad ¥ A G A O 0 = I I A4 ¥ I ¥ §$ HI ¥ T VY 3 ¥ 1 ¥ N A K

119910 L IDVYYYYY LYY YO OVI0OVYIIVLILI¥OVYY LIS OVOLLOOYIO¥I OO0 F¥ DLV IIOLDDDI Y LODISL OV I D0¥IVILOODL LISV VDL OB EVY Y OV Y LLIOVY

4a a £ I B s I N § 15 4 ¥ B ¥Y N & ¥ ¥ 5§ § O 3 ¥ ¥ A X ¥ X2 A S T D A s 9D N HAC
9009000V IAIYOY I OIIYI IVYI SIOIVIO90L LIV ALIDIVYOID LD IO2E LI LSV OYY IO DL 09I IOV LLODIV LDV LID IV YOOYILLD LI DL DS OV IV IV

4 1T ¥ ¥ H L ¥V I ¥ 5 ¥ T A 9 N QG 9 A A ¥ A L A A A N T § ¥ a4 ¥ I ¥ d A I M & A

PUUUHdmﬁmHUGUﬁUUU@EUUUBﬁBUUaUEHUUwHUHHwHW&UﬁﬂUﬁUBUUQBﬂHHU@GﬁHBGUuﬂhhUBHUEHUUﬁﬂﬁmDHUBﬂﬁﬁUUUBUUUEﬁﬂdﬁ@QQ%HwuwdwwHuumUmH

I 4 2 0 0 9 ¥ A 7T 4 % ¥ W XA H S ¥ N & a X g d a0 A 3 T 2 H I § ¥ X I T I A
4¢¢UH¢U¢UUﬂﬁﬂduwﬁuH0044¢HFwwkowUUHUBmdmwﬁmdﬂaUﬁUHUEEUUU@ﬂUUUUmUUBdﬁwwwUUHhDUcwHHUﬁdUUEUHwUmﬂwuEthHHUG@@ﬁUHﬂUBUUHmHHU

A A @ 2 3 4 I WKWK Td I NUY¥Y VY 4 X2 59 L 5% N g2 M KI a B S KYJI A I M X aa 90
LIDOY LI VIR OVYIALYOLHO LESIO0Y D0 LYIVYL DI 090L LIV L9000V LI DD VY OO IS990, DV D DY IVD0DLL 0L 0¥V LODLLO DL YOI LOTED Y DLED LI D

¥ N S £ 9 A I N A ¥ H X N da D x » xR g ¥ d 11 1 ¥ 9 a i E 4 &4 ¥ @ T g M I I®N
EUOUﬁdhuaUmhBUUBHUUQ@Q@@EEwHUwUmuomkUddUUUUﬂuUma9wwUdmUcUHOUUQQUH&UEQUUﬁEUUEwOU¢00¢BomuBOUU&FBUUUGGEEUU@UﬂﬁﬂUBmw ERne

(61/z d I2Q) ®BUTISS Sp SOIESSI UOD UQTIDNIISUOD

27



ES 2526678 T3

Figura 2

28



ES 2526678 T3

¢ einbiq

. [wu] epuo ap pnubuo .
0‘082 o'0sz 0‘ove 0‘ocz 0‘0ze 001 0002 0061
) _ * * ’ — ; Al AR

- 0000 L~

T 0008~
0009~
- 0009
- 000¢-

- -~
——
=

1 d legu

Figura 3

[lowp/zwa.opeib] ©

29



ES 2526678 T3

4

Figura

vsd

Si/edieQ

2tz deq

z disq

i

t

17 07 61 81

L1 91

St

vl £l 1

L ol

6

7 eangi

30



ES 2526678 T3

Figura 5
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