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DESCRIPCION
Portador de vacuna
La presente invencién se refiere a moléculas hipoalergénicas novedosas y a usos de las mismas.

La alergia tipo | es una enfermedad de hipersensibilidad mediada por IgE que afecta a casi el 25% de la poblacion.
Se basa en el reconocimiento de antigenos inocuos aéreos, de insectos, de veneno, de alérgenos alimentarios y de
alérgenos por contacto derivados de fuentes de antigenos inocuos en si mismos tales como proteinas de animales,
mohos, insectos y polen por inmunoglobulina E especifica. La reticulacion de anticuerpos IgE unidos a células
efectoras conduce a la liberacién de mediadores inflamatorios (por ejemplo, histamina, leucotrienos) y por tanto a los
sintomas inmediatos de alergia (por ejemplo, rinoconjuntivitis, asma, dermatitis, anafilaxia). La activacion de células
T por medio de mecanismos dependientes de IgE asi como independientes de IgE contribuye a la inflamacién
alérgica crénica.

Probablemente, la Unica forma eficaz de tratamiento de la alergia es la inmunoterapia especifica de alérgeno, que se
basa en la administracién repetida de cantidades crecientes de extractos de alérgenos para la mayoria de las
fuentes. Numerosos estudios clinicos han documentado la eficacia clinica de la inmunoterapia por inyeccién y hay
evidencias de varios mecanismos inmunolégicos subyacentes a este tratamiento. Debido a la dificultad para
preparar extractos de alérgenos de alta calidad para determinadas fuentes de alérgenos y al hecho de que la
administracion de alérgenos a pacientes puede provocar efectos secundarios intensos, la inmunoterapia especifica
de alérgeno solo puede recomendarse para determinados grupos de pacientes y manifestaciones patolégicas. Es
especialmente dificil tratar a pacientes con sensibilizaciones conjuntas frente a diversas fuentes de alérgenos
diferentes y a pacientes que padecen manifestaciones patoldgicas intensas tales como asma alérgica. El asma
alérgica es una de las manifestaciones mas vigorosas de la alergia, porque afecta intensamente a la calidad de la
vida diaria, provoca una alta tasa de ingresos hospitalarios y puede manifestarse por si misma en formas graves,
potencialmente mortales, que requieren cuidados intensivos del paciente.

Los extractos de alérgenos preparados a partir de fuentes de alérgenos naturales estan en bruto en la naturaleza y
es imposible influir sobre la calidad y las cantidades de alérgenos individuales en tales preparaciones mediante
medios técnicos. También contienen numerosos componentes no alergénicos indefinidos, y varios estudios recientes
indican la mala calidad de tales extractos y documentan su gran heterogenicidad.

En la dltima década se ha avanzado mucho en el campo de la caracterizacidon molecular de alérgenos usando
tecnologia de ADN recombinante. Un gran numero de los alérgenos que provocan enfermedades mas importantes
se han caracterizado a nivel molecular, y se han producido alérgenos recombinantes que imitan la complejidad de
epitopos de extractos de alérgenos naturales. Ademas, varios grupos de investigacion han usado el conocimiento
referente a estructuras de alérgenos para desarrollar nuevas vacunas definidas para la alergia. Se han usado
ingenieria genética, quimica de péptidos sintéticos y conjugacion de alérgenos con secuencias de ADN
inmunoestimulantes para reducir la actividad alergénica de las nuevas vacunas y por tanto la tasa de efectos
secundarios inducidos por la terapia. En primer lugar se realizaron estudios clinicos prometedores con tales
derivados de alérgenos. De manera interesante, resultdé que aunque podia reducirse fuertemente o incluso
eliminarse la reactividad frente a IgE de alérgenos recombinantes modificados por ingenieria genética y péptidos que
contenian epitopos de células T sintéticos derivados de alérgenos, estos derivados todavia podian inducir efectos
secundarios sistémicos que aparecian varias horas tras la inyeccién. Por ejemplo, se notificé que péptidos de
epitopos de células T del alérgeno de gato principal, Fel d 1, inducian asma e hiperreactividad bronquial varias horas
tras la inyeccion intracutanea, y hay fuertes evidencias de que este efecto esta mediado por células T y restringido
por el MHC.

Estos resultados indican que la eliminacién de la reactividad frente a IgE disminuye los efectos secundarios
mediados por IgE ya que no se registraron reacciones inmediatas en el transcurso de estos estudios de
inmunoterapia. Sin embargo, los epitopos de células T especificos de alérgenos que se han conservado en los
derivados de alérgenos recombinantes asi como en las mezclas de péptidos son responsables de los efectos
secundarios tardios (por ejemplo dermatitis atépica o muy problematica, manifestacién cutanea alérgica crénica
mediada por células T). Los efectos secundarios provocados en el caso de derivados de alérgenos recombinantes
eran relativamente leves y en el caso de las vacunas de péptidos de células T pueden superarse mediante una
dosificacién adecuada. Por tanto, ambos de los dos nuevos enfoques parecen muy prometedores para la
inmunoterapia de rinoconjuntivitis alérgica pero pueden tener limitaciones en cuanto al tratamiento de formas
intensas de asma alérgica, en las que la induccion de efectos secundarios tardios en el pulmén puede ser muy
problematica.

Con el fin de administrar y en consecuencia provocar una respuesta inmunitaria eficaz frente a péptidos, polipéptidos
y proteinas, de manera habitual se usan adyuvantes y/o portadores. Por ejemplo, el adyuvante completo de Freund
es uno de los adyuvantes mas potentes disponibles. Sin embargo, debido a sus efectos secundarios, su uso no esta
aprobado para seres humanos. Por tanto, existe una necesidad de composiciones de vacuna que puedan inducir
fuertes respuestas inmunitarias frente a péptidos y polipéptidos derivados de alérgenos y evidentemente de otros
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antigenos evitando el uso de adyuvante completo de Freund. Ademas, aunque se ha usado BSA satisfactoriamente
como portador en modelos animales, puede no ser apropiado para su uso en composiciones de vacuna para seres
humanos debido al riesgo de reacciones adversas tales como el riesgo de transmitir enfermedad pridnica
(enfermedad de Creutzfeldt-Jakob variante). Un desafio adicional para el desarrollo de una vacuna eficaz frente a
alérgenos es la necesidad de una respuesta inmunitaria que pueda disminuir rapidamente los alérgenos en un
individuo o animal. Por tanto, se necesitan altas concentraciones de anticuerpos especificos de alérgenos en la
sangre, que son principalmente del subtipo IgG. En superficies mucosas, los anticuerpos IgA son el subtipo principal.

La toxina del cdlera, una proteina portadora conocida en la técnica, también se usa de manera habitual como
adyuvante, eliminando la necesidad de adyuvante completo de Freund en una composicién de vacuna. Sin embargo,
la toxina del célera aumenta los niveles de anticuerpos IgE totales y especificos y conduce a reacciones
inflamatorias asociadas con IgE.

Debido a los efectos secundarios provocados por la mayoria de las proteinas portadoras usadas para la vacunacion,
existe una necesidad de sistemas portadores que puedan estimular respuestas inmunitarias frente a alérgenos u
otros antigenos, sin usar adyuvantes toxicos, sin usar proteinas portadoras mal toleradas y, en determinadas
situaciones, sin estimulacion de respuestas inmunitarias posiblemente patolégicas. Pueden usarse sistemas
portadores novedosos que cumplen estas especificaciones para la formacion de conjugados y composiciones
novedosos adecuados para el tratamiento o la prevencion de enfermedades tales como enfermedades alérgicas.

En Bohle B. et al. (J. Immunol. 172 (11) (2004): 6642-6648) se describe una proteina de fusion recombinante que
comprende un resto de proteina de la capa S y un resto de Bet v 1. Esta molécula comprende la proteina Bet v 1
hiperalergénica nativa.

El documento WO 2004/004761 se refiere a particulas de tipo virus que se fusionan con un inmunégeno y que
pueden usarse para la inmunizacion.

En el documento WO 2004/003143 se da a conocer el uso de proteinas de fusion que comprenden una particula de
tipo virus y una molécula hiperalergénica como inmunégeno para la vacunacion.

El documento WO 03/072601 A se refiere a un método para producir alérgenos hipoalergénicos aplicando un
esquema de purificacion especifico. El alérgeno hipoalergénico segun este documento puede ser Bet vi1
recombinante que puede comprender modificaciones adicionales (por ejemplo sustituciones, deleciones, etc., de
aminoacidos) y puede fusionarse con otras proteinas o péptidos.

El documento WO 02/40676 A se refiere a alérgenos recombinantes que comprenden miultiples mutaciones y que
muestran una afinidad de unién a IgE reducida. Las propiedades hipoalergénicas de Bet v1 pueden lograrse
introduciendo mutaciones en la secuencia de Bet v1. Pueden fusionarse Bet v1 de tipo natural y Bet vi mutado con
una molécula adicional de una fuente no alergénica que puede ser un resto de proteina que se une a maltosa.

El documento WO 2006/058359 A se refiere a un método para producir proteinas hipoalergénicas dividiendo una
proteina de tipo natural en dos partes y volviendo a unir los fragmentos resultantes en orientacion inversa. Para la
purificacién de proteinas se fusiona la molécula hipoalergénica segun este documento con una cola de his.

Breitweiser et al., Protein Eng.; 15(3) (2002): 243-249, describen una proteina de fusiéon de alérgeno del polen de
abedul principal-superficie de célula bacteriana (capa S) recombinante.

En Elfman et al., Int. Arch. Allergy Immunol., 117(3) (1998):167-173, se describen proteinas de fusién que
comprenden un resto de GST fusionado con fragmentos del alérgeno Lep d2 que muestran afinidad de unién a IgE
reducida.

Bauer et al., J. Allergy and Clin. Immunol., 118 (2006):269-276, se refieren a la generacion de vacunas de ADN
hipoalergénicas que codifican para el alérgeno del polen de abedul principal Bet v1 unido de manera estable a
ubiquitina que es un marcador bien conocido en una célula eucariota y da la sefial para degradar el polipéptido
marcado.

El documento WO 2004/092210 A se refiere a proteinas de fusion del polipéptido Fve (que comprende actividad
inmunomoduladora) y un alérgeno como pareja de fusion. Este documento da a conocer péptidos hipoalergénicos
derivados de alérgeno del polen de gramineas principal Phl p 1, que se acoplan a la proteina portadora no
alergénica KLH.

En el documento WO 02/12503 A se dan a conocer proteinas de fusion que comprenden entre otras cosas
moléculas hipoalergénicas.

El documento WO 2006/008018 A da a conocer proteinas de fusion con cola de his que comprenden moléculas
hipoalergénicas.
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En Gonzalez et al., Mol. Immunol, 43(6) (2006):570-578, se dan a conocer proteinas de fusién de GST que consisten
en un resto de GST y péptidos derivados del alérgeno Ole ef.

En el documento WO 2005/085278 A se dan a conocer proteinas de fusibn que comprenden alérgenos
hipoalergénicos fusionados con otro alérgeno.

En el documento US 2006/088549 se dan a conocer composiciones inmunogénicas que comprenden un rinovirus
humano quimérico, que consisten en una molécula de acido nucleico que codifica para una proteina de capside de
rinovirus humano fusionada con una secuencia de acido nucleico heterdloga que codifica para un antigeno.

En el documento WO 02/04007 se da a conocer usar proteinas de capside viral recombinantes como vacunas,
agentes terapéuticos y agentes de diagnéstico.

El documento EP 0 358 485 se refiere a péptidos antigénicos derivados de proteinas de rinovirus humano que
pueden emplearse en vacunacion.

Un objeto de la presente invencién es proporcionar medicamentos y portadores que superen los inconvenientes
mencionados anteriormente y permitan una vacunacién con alérgenos con efectos secundarios reducidos.

Por tanto, la presente invencion se refiere a una proteina hipoalergénica para su uso en el tratamiento o la
prevencion de una alergia en un ser humano o animal que consiste en al menos una molécula hipoalergénica
derivada de un alérgeno, que se fusiona con al menos una segunda proteina no alergénica, en la que la al menos
una molécula hipoalergénica derivada de un alérgeno muestra una capacidad de unién a IgE reducida en al menos
el 50% y una reactividad frente a células T reducida en al menos el 30% en comparacion con el alérgeno de tipo
natural y en la que la al menos una segunda proteina es una proteina viral.

Con el fin de provocar una respuesta inmunitaria potenciada frente a una molécula, en particular una molécula
hipoalergénica segun la presente invencién, dicha molécula se fusiona (mediante modificacion por ingenieria
genética) con un portador.

La segunda proteina (el “portador” o la “proteina portadora”) que va a fusionarse con una molécula hipoalergénica de
la invencion no se deriva de un alérgeno (“no alergénica”). Sin embargo, la proteina portadora usada en la presente
invencion puede mostrar reactividad frente a células T y/o provocar una respuesta inmunitaria frente a si misma y la
molécula hipoalergénica fusionada o conjugada con la misma cuando se administra a un organismo humano o
animal. Por consiguiente, si la proteina portadora se deriva de un patégeno (por ejemplo virus, bacteria etc.), se
producen anticuerpos (protectores) dirigidos contra dicho portador y patégenos.

Tal como se usa en el presente documento, “proteina hipoalergénica” significa una proteina/polipéptido de fusion de
un portador de una fuente no alergénica con una molécula hipoalergénica. Ademas, también se pretende que una
“proteina hipoalergénica” sea un producto de conjugacién (por ejemplo acoplamiento quimico, adsorcién) de un
portador con una molécula hipoalergénica.

“Hipoalergénico”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a moléculas con potencial alergénico
reducido. Tales moléculas tienen una capacidad reducida para provocar reacciones alérgicas en un individuo en
comparacioén con la proteina de tipo natural de la que se derivan estas moléculas.

La al menos una molécula hipoalergénica derivada de un alérgeno y fusionada con una segunda proteina esta
preferiblemente truncada en el extremo C-terminal y/o N-terminal. “Truncamiento C-terminal y/o N-terminal”, tal como
se usa en el presente documento, significa que los residuos de aminodcido o bien del extremo N-terminal o bien del
extremo C-terminal o bien de los extremos tanto N-terminal como C-terminal del alérgeno de tipo natural se eliminan
mediante delecion de al menos 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 15, 20, 30 residuos de aminoacido.

Las moléculas hipoalergénicas, es decir péptidos/polipéptidos, comprenden preferiblemente de 10 a 50 aminoacidos,
mas preferiblemente de 15 a 40 aminodcidos, en particular 20-30 aminoécidos y muestran reactividad frente a IgE
reducida. Estas moléculas se disefian para excluir epitopos de células T que pueden provocar efectos secundarios
mediados por células T. Los epitopos de células T y las moléculas que muestran respuesta de células T reducida
pueden determinarse e identificarse mediante métodos conocidos por el experto en la técnica (por ejemplo, Bercovici
N. et al. Clin Diagn Lab Immunol. (2000) 7:859-864).

Se encontrd que es posible disefiar vacunas de péptidos derivadas de alérgenos como los alérgenos del polen de
gramineas principales, por ejemplo, Phl p 1, y para el alérgeno del polen de abedul principal, Bet v 1, usando
péptidos expuestos en la superficie. Los datos obtenidos muestran que tales vacunas de péptidos pueden producirse
para cualquier alérgeno cuya estructura primaria se conozca segln el mapeo de epitopos de IgE, datos de
estructura tridimensional o prediccién asistida por ordenador de dominios expuestos en la superficie. Sin embargo, la
seleccién de péptidos adecuados que pueden usarse para la vacunacién sigue siendo crucial, porque no todos los
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péptidos identificados con estos métodos pueden emplearse en vacunacion. Los péptidos usados de manera
adecuada para fines de vacunacién muestran una capacidad de unién a IgE reducida y, con el fin de reducir o evitar
efectos secundarios tardios, muestran reactividad frente a células T reducida.

El término “derivado de un alérgeno”, tal como se usa en el presente documento, significa que las moléculas
hipoalergénicas segun la presente invencion se obtienen directamente de un alérgeno mediante fragmentacién o
truncamiento. La secuencia de aminoacidos de las moléculas hipoalergénicas de la presente invencion son
preferiblemente idénticas en al menos el 80%, mas preferiblemente idénticas en al menos el 90%, lo mas
preferiblemente idénticas en al menos el 95%, en particular idénticas al 100%, al tramo de secuencia de amino del
alérgeno de tipo natural del que se deriva la molécula hipoalergénica. Sin embargo, las moléculas que no son
idénticas al 100% a los fragmentos de alérgenos de tipo natural deben poder unirse con una fuerza de al menos el
60%, preferiblemente al menos el 70%, mas preferiblemente al menos el 80%, lo mas preferiblemente al menos el
90%, a un anticuerpo o a anticuerpos, preferiblemente a anticuerpos IgG, que se dirigen contra dichos fragmentos
de alérgenos de tipo natural.

El grado de identidad de una primera secuencia de aminoacidos con respecto a un segundo aminoacido puede
determinarse mediante una comparacion directa entre ambas secuencias de aminoacidos usando determinados
algoritmos. Tales algoritmos se incorporan, por ejemplo, en diversos programas informaticos (por ejemplo “BLAST 2
SEQUENCES (blastp)” (Tatusova et al. (1999) FEMS Microbiol. Lett. 174:247-25; Corpet F, Nucl. Acids Res. (1988)
16:10881-10890).

Las moléculas truncadas segun la presente invencion pueden definirse como que son partes del alérgeno completo
que inducen menos activacion de células T especificas de alérgenos que el alérgeno de tipo natural completo (una
reduccion de al menos el 30%, preferiblemente al menos el 50%, lo mas preferiblemente al menos el 70%),
muestran una actividad alergénica reducida en mas del 50% (preferiblemente méas del 70%) segun se evalua
mediante ensayos de union a IgE y capacidad para inducir activacion celular mediada por IgE y cuando se acoplan a
un portador tal como se describe inducen anticuerpos IgG que inhiben la unién de IgE policlonal de pacientes
alérgicos al alérgeno de tipo natural completo.

Los péptidos deben contener secuencias de los alérgenos para evitar solapamientos con los mimétopos. Sin
embargo, los mimoétopos, que son pequefios agentes miméticos peptidicos (de menos de 15 aminodacidos) de trozos
de antigenos y se obtienen a partir de bibliotecas de péptidos al azar, no representan moléculas derivadas de
alérgenos originales tal como se define en el presente documento. No pueden usarse segun la invencion porque son
demasiado pequeinos como para inducir una respuesta de IgG de bloqueo robusta.

Las moléculas hipoalergénicas segun la presente invencion pueden obtenerse mediante métodos recombinantes o
sintesis quimica. De manera alternativa, evidentemente también es posible obtener las moléculas mediante escisién
enzimatica o quimica del alérgeno de tipo natural o un polipéptido/proteina que alberga la molécula de interés.

La molécula hipoalergénica puede comprender preferiblemente al menos dos moléculas alergénicas truncadas
derivadas de al menos un alérgeno, en la que el orden de los fragmentos de alérgenos truncados difiere del orden
de los fragmentos en el alérgeno de tipo natural si las al menos dos moléculas se derivan del mismo alérgeno.

La molécula hipoalergénica segun la presente invencién puede comprender una o mas (preferiblemente al menos 2,
mas preferiblemente al menos 3) moléculas hipoalergénicas tal como se define en el presente documento, dando
por tanto como resultado una proteina de fusién. Las moléculas hipoalergénicas individuales de la proteina de
fusién, que, evidentemente, también carece de la capacidad de unién a IgE y carece de epitopos de células T,
pueden derivarse de alérgenos del mismo origen y/o de diferentes origenes. Si las moléculas se derivan del mismo
alérgeno, el orden en la proteina de fusién hipoalergénica no debe ser idéntico al orden en el alérgeno de tipo
natural (esto impide la reconstitucion y formacion de sitios de unién a IgE) (véase, por ejemplo, el documento
WQ02004/065414, Linhart B y Valenta R (Int Arch Allergy Immunol. (2004) 134:324-31)).

Segun una realizacién preferida de la presente invencion la al menos una molécula hipoalergénica se fusiona con el
extremo N-terminal y/o el extremo C-terminal de dicha al menos una segunda proteina o fragmento de la misma.

El alérgeno o los fragmentos del mismo pueden conjugarse quimicamente, por ejemplo, o mediante métodos
recombinantes entre si. Si el alérgeno o fragmento del mismo se conjuga quimicamente con un portador, dicho
alérgeno o fragmento debe dotarse de un residuo de cisteina terminal (dando como resultado un grupo sulfhidrilo
libre). A dicho residuo de cisteina terminal (N o C-terminal) se le puede conjugar cualquier proteina portadora
activada por maleimida, creando asi un complejo inmundgeno/portador. Si el alérgeno o fragmento del mismo no
tiene un grupo sulfhidrilo en un extremo terminal, puede emplearse quimica de EDC (clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida) con el fin de acoplar aminas (lisina) o &cidos carboxilicos (acido glutamico,
aspartico o 5’-fosfato) a la proteina portadora.

Si la molécula hipoalergénica se fusiona con el extremo N o C-terminal del portador, se emplean métodos
recombinantes.
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La al menos una segunda proteina es una proteina viral, en particular ARN o ADN viral.

La al menos una segunda proteina (“portador”) puede ser de cualquiera de los origenes mencionados anteriormente.
Sin embargo, en particular se prefiere usar proteinas que provocan una respuesta inmunitaria frente a la propia
proteina y la molécula hipoalergénica fusionada o conjugada con la misma. Debido a la induccion de formacién de
anticuerpos (protectores) también dirigidos contra la al menos una segunda proteina, la proteina hipoalergénica
segun la presente invencion también puede emplearse como vacuna para dicha segunda proteina y su fuente de
origen (por ejemplo virus).

La proteina viral segun la presente invencion es preferiblemente una proteina de capside.

Las proteinas de capside virales son especialmente adecuadas porque inducen actividad antiviral, provocan la
formacion de anticuerpos que bloquean la adhesion de virus, por ejemplo rinovirus, a células epiteliales, muestran
una actividad inmunomoduladora hacia a una respuesta de Thl, aumentan la inmunogenicidad del péptido (es decir,
mas anticuerpos anti-péptido y por tanto niveles mas altos de anticuerpos IgG protectores), son adecuadas y estan
demostradas para la vacunacién profilactica (vacunacion de virus) y son seguras, cuando se usan proteinas de
capside frente a las cuales estan continuamente expuestos los seres humanos (por ejemplo rinovirus).

Segun otra realizacion preferida de la presente invencién la al menos una proteina de capside viral se deriva de un
virus patégeno humano, preferiblemente un virus de la familia de picornavirus.

El virus de la familia de picornavirus es preferiblemente del género de rinovirus, preferiblemente de la especie de
rinovirus humanos, en particular rinovirus humano 89 y 14. La proteina de capside puede ser VP1, VP2, VP3 y/o
VP4.

El alérgeno que va a fusionarse con una proteina de capside viral se selecciona preferiblemente del grupo que
consiste en alérgenos del polen de abedul principales, en particular Bet v 1 y Bet v 4, alérgenos del polen de hierba
timotea principales, en particular Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5, Phl p 6 y Phl p 7, alérgenos de acaro del polvo doméstico
principales, en particular Der p 1 y Der p 2, alérgeno de gato principal Fel d 1, alérgenos de abeja principales,
alérgenos de avispa principales, profilinas, especialmente Phl p 12, y alérgenos de &caro de almacenamiento,
especialmente Lep d 2.

Otros alérgenos adecuados que van a usarse segun la presente invencion pueden derivarse de la siguiente tabla.
ALERGENOS

Nombre de especie
Nombre de ID bioquim. o nombre PM ADNc (C) o Referencia, n.°

alérgeno obsoleto proteina (P) de reg.
Ambrosia artemisiifolia, ambrosia corta

Amb a 1 antigeno E 8 C 8, 20

Amb a2 antigeno K 38 C 8, 21

Amb a3 Ra3 11 C 22

Ambab Ra5 5 C 11,23

Amb a 6 Ra6 10 C 24,25

Amba?7 Ra7 12 P 26
Ambrosia trifida, ambrosia grande

Ambt5 Ra5G 4,4 C 9,10, 27
Artemisia vulgaris, artemisa

Artv1 2729 C 28

Artv 2 35 P 28A

proteina de transferencia de

Artv 3 lipidos 12 P 53

Artv 4 profilina 14 C 29
Helianthus annuus, girasol

Hela 1 34 29A

Hela 2 profilina 15,7 C Y15210
Mercurialis annua

Mer a 1 profilina 14-15 C Y13271
Caryophyllales Chenopodium album, cenizo, bledo

AY049012,

Chea 17 C 29B
ceniglo blanco

Chea?2 profilina 14 C AY(082337

Chea3 polcalcina 10 C AY(082338
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Salsola kali, caramillo

Sal k 1
Rosales Humulus japonicus, lGpulo japonés
Hum j 4w
Parietaria judaica
proteina de transferencia de
Parj 1 lipidos 1
proteina de transferencia de
Parj2 lipidos 2
Parj3 profilina
Parietaria officinalis
proteina de transferencia de
Par o 1 lipidos
B. Gramineas
Poales
Cynodon dactilon, césped Bermuda
Cynd 1
Cynd7
Cynd 12 profilina
Cynd 15
Cyn d 22w enolasa
Cynd 23 Cynd 14
p. relacionada con la
Cynd 24 patogénesis
Dactylis glomerata, hierba mazorquera
Dacg 1 AgDg1
Dacg?2
Dacg3
Dacg5
Festuca pratensis, festuca de los prados
Fes p 4w
Holcus lanatus, heno blanco
Hol | 1
Lolium perenne, ballico
Lolp 1 grupo |
Lolp2 grupo I
Lolp3 grupo lll
Lolp5 Lol p IX, Lol p Ib
Lol p 11 hom: inhibidor de tripsina
Phalaris aquatica, alpiste
Pha a1
Phleum pratense, timotea
Phip 1
Phlp 2
Phlp 4
Phlp 5 Ag25
Phlp 6
Phlp 11 hom. de inhibidor de tripsina
Phlp 12 profilina
Phlp 13 poligalacturonasa
Poa pratensis, pasto azul de Kentucky
Poap 1 grupo |
Poap5
Sorghum halepense, pasto de Johnson
] Sorh 1
C. Arboles
Arecales

Phoenix dactilifera, palmera datilera

Pho d 2
Fagales

profilina

43 P

C

15 C
C
C

15

32 C
C

14 C

9 C

datos pendientes
9

21 P
32 P
11 C
C
31 P
60 -
C
27 C
11 P
11 P
31/35 C
16
C
27 C
C
P
32 C
C
20 C
C
55-60 C
33 P
31/34 C
C
14,3 C

29C
AY335187

véase la lista
de
isoalérgenos
véase la lista
de
isoalérgenos
véase la lista
de
isoalérgenos

29D

30, S83343
31, X91256
31a, Y08390
AF517686

AF517685
pendiente

32

33, S45354
33A, U25343
34

727084

35, 36

37, 37A,
X73363

38

34, 39

39A

40, S80654

X78813
X75925, 41
41A

42

727082, 43
AF521563,
43A
X77583, 44
AJ238848

46
34, 47

48

Asturias p.c.



Alnus glutinosa, aliso

Alng1

Betula verrucosa, abedul

Bet v 1
Betv 2
Betv 3

Betv 4

Betv 6
Betv7

Carpinus betulus, carpe

Carb1

Castanea sativa, castafno

Cass 1
Cassb5

Cass8

Corylus avellana, avellano

Corai
Cora?2

Coras8
Cora9

Cora 10
Cora 11

Quercus alba, roble blanco

Lamiales
Oleaceae

Que a1

Fraxinus excelsior, fresno

Frae 1

Ligustrum vulgare, aligustre

Olea europea, olivo

Syringa vulgaris, lila

Plantaginaceae

Plantago lanceolata, platano inglés

Pinales

Ligv1

Olee 1
Olee 2
Olee3
Olee 4
Oleeb
Olee 6
Olee?7

Olee 8
Olee9

Olee 10

Syrv 1

Pla 11

Cryptomeria sugi japonica

Cryj1
Cryj2

Cupressus cypress arisonica
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profilina

h: isoflavona reductasa
ciclofilina

quitinasa
proteina de transferencia de
lipidos

profilina

proteina de transferencia de
lipidos

proteina de tipo globulina
118

prot. de unién luminal

prot. de tipo vicilina 7S

profilina

superoxido dismutasa

proteina de unién a Ca**
beta-1,3-glucanasa

hom. de glicosil hidrolasa

17

17
15

33,5
18

17

22

9,7

17
14

40/?
70
48

17

20
20

16
15-18
9,2
16

10

21

46

11

20

18

41-45

O 000

TO

o000 O OO0

)

T O OO TWOTUTT OO T T

S50892

véase la lista
de
isoalérgenos
M65179
X79267
X87153,
S54819
véase la lista
de
isoalérgenos
P81531

véase la lista
de
isoalérgenos

52

53

véase la lista
de
isoalérgenos

Beyer p.c.
AJ295617
AF441864

54

58A,
AF526295

58A

59, 60

60A

60B

P80741
P80740
60C, U86342
60D, P81430
60E,
AF078679
AF249675
60F,
AY082335

58A

P842242

55, 56
57, D29772



Cupat
Cupressus sempervirens, ciprés comun

Cupsi

Cup s 3w
Juniperus ashei, cedro de montafna

Junai

Juna?2

Juna3
Juniperus oxycedrus, enebro rojo

Juno 4
Juniperus sabinoides, cedro de montan

Junsi
Juniperus virginiana, cedro rojo oriental

Junv i
Platanaceae, Platanus acerifolia, platan

Pla a1

Plaa?2

] Plaa3
D. Acaros
Acarus siro, acaro

Acas 13
Blomia tropicalis, acaro

Blot1
Blot3
Blot4
Blot5
Blot6
Blot 10

Blot 11
Blot12

Blot 13
Blot 19
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hom: calmodulina
a

o de Londres

proteina de transferencia de
lipidos

prot. de uni6bn a &cidos
grasos de artrépodos

cisteina proteasa
tripsina
alfa-amilasa

quimotripsina
tropomiosina

paramiosina

Bt11a

Bt6, prot. de unién a acidos
grasos

hom. de pep. antimicrobiano

Dermatophagoides farinae, acaro del polvo doméstico americano

Der f 1

Derf2
Der 3

Der 7

Derf10

Der f 11

Derf 14

Derf 15

Derf 16
Derf17

Der f 18w

Dermatophagoides microceras, acaro d

Derm 1

Dermatophagoides pteronyssinus, acaro del polvo doméstico europeo

Derp 1

Derp2
Derp 3
Derp 4
Derp 5

cisteina proteasa

tripsina

tropomiosina

paramiosina

mag3, apolipoforina

98k, quitinasa
gelsolina/villina

proteina EF de unién a Ca
60k, quitinasa

el polvo doméstico
cisteina proteasa

antigeno P1, cisteina

proteasa

tripsina
amilasa

43

43
34

43

30

29
50
43

18
43

10

14*
39
24>
56

25
33

110

7,2
25
14
30
24-31
98
98
53
53
60

25

25

14
28&/30
60
14

TOT OO

O

T T v o

)

O 00 00 000000 O

T 00000000 OO

(@)

OTOO

A1243570

véase la lista
de
isoalérgenos
ref. pendiente

P81294
57A, AJ404653
57B, P81295

57C,
AF031471

58
P81825, 58B

P82817
P82967

Iris p.c.

AJ006774

AF277840
Cheong p.c.
Cheong p.c.
u59102
Cheong p.c.
61

AF525465,
61A
u27479

U58106
Cheong p.c.

69

70, 70A, véase
la lista de
isoalérgenos
63
SW:Q26456,
71

72

72A

D17686
AF178772

71A

71A

Weber p.c.

68

62, véase la
lista de
isoalérgenos
62A-C, véase
la lista de
isoalérgenos
63

64

65



Derp 6
Derp 7
Derp 8
Derp 9
Derp 10
Derp 14
Euroglyphus maynei, acaro

Eurm2
Eurm 14
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quimotripsina

glutation transferasa

pro. de serina colagenolitica
tropomiosina

prot. de tipo apolipoforina

apolipoforina

Glycyphagus domesticus, acaro de almacenamiento

Glyd2

Lepidoglyphus destructor, acaro de almacenamiento

Lepd?2
Lep-d 5
Lepd?7
Lepd 10
Lepd 13

Lepd1

tropomiosina

Tyrophagus putrescentiae, acaro de almacenamiento

Tyrp2
E. Animales

Bos domesticus, ganado domeéstico

Bosd2
(véanse también los alimentos)
Bosd3
Bos d 4
Bosd5
Bosd 6
Bosd7
Bosd 8

Ag3, lipocalina

hom. de S100 de unién a Ca
alfa-lactoalbimina
beta-lactoglobulina
albimina sérica
inmunoglobulina

caseinas

Canis familiaris (Canis domesticus), perro

Canf1
Canf2
Canf3
Canf4

Equus caballus, caballo doméstico

Equci
Equc2
Equc3
EquC 4

Equch
Felis domesticus, gato (saliva)
Feld 1
Feld 2
Feld3
Feld 4
Fel d 5w

Fel d 6w
Feld 7w
Cavia porcellus, cobaya

Cavp i

Cavp2
Mus musculus, raton (orina)

Mus m 1
Rattus norvegius, rata (orina)

albumina

lipocalina
lipocalina
Ag3 — albdmina

AgX

cat-1

albumina

cistatina

lipocalina
inmunoglobulina A
inmunoglobulina M
inmunoglobulina G

homologo de lipocalina

MUP

10

25
22/28

36

177

15

20

11
14,2
18,3
67
160
20-30

25
27

18

25
18,5
67
17

17
38

11
22
400
800-
1000
150

20
17

19

OO0OTOO™T

O 00000 [9X@)

TOTO TOOO OO0 O

OO0O00O T

66

67

67A

67B
Y14906
Epton p.c.

véase la lista
de
isoalérgenos
AF149827

72B, véase la
lista de
isoalérgenos

73, 74, T4A,
véase la lista
de
isoalérgenos
75, AJ250278
75, AJ271058
75A, AJ250096
75, AJ250279

75B, Y12690

76, véase la
lista de
isoalérgenos

L39834

M18780
X14712
M73993
77

77

78,79
78,79
S72946
A59491

u70823

79A, 79B
79C, X74045
79D
Goubran
Botros p.c.

15

79E, X84842
79F, AF238996
AY497902
Adedoyin p.c.

Adedoyin p.c.
Adedoyin p.c.

SW:P83507,
80
SW:P83508

81, 81A



Ratn 1
F. Hongos (mohos)
1. Ascomycota
1.1 Dothideales
Alternaria alternata
Alta 1
Alta2

Alta 3
Alta 4

Alta 6
Alta7

Alta10
Alta 11
Alta 12
Cladosporium herbarum
Clah1
Clah2
Clah3
Clah4
Clah5
Clah6
Clah12
1.2 Eurotiales
Aspergillus flavus
Asp f1 13
Aspergillus fumigatus

Asp f1
Aspf2
Aspf3
Aspf4
Aspf5
Asp f 6 Mn
Aspf7
Aspf8
Aspf9
Aspf10
Asp f 11
Aspfi12
Aspf13
Aspf15
Aspf16
Aspfi17
Aspf18
Asp f 22w

Asp f 23
Aspergillus niger

Aspn 14

Aspni8

Asp n 25

Aspn?
Aspergillus oryzae

Aspo 13

Asp o 21
Penicillium brevicompactum
Penb 13
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prot. de choque térmico
prot. disulfidoisomerasa

prot. de acido ribosémico P2
proteina YCP4

aldehido deshidrogenasa

enolasa
prot. de &cido ribosémico P1

aldehido deshidrogenasa
prot. de &cido ribosémico P2
proteina YCP4

enolasa

prot. de &cido ribosémico P1

serina proteasa alcalina

proteina peroxisomal

metaloproteasa
superoxido dismut. 26.5

prot. ribosémica P2
proteasa aspartica
peptidil-prolil isomerasa

prot. de choque térmico P90
serina proteasa alcalina

serina proteasa vacuolar
enolasa

proteina ribosémica L3

beta-xilosidasa
serina proteasa vacuolar

3-fitasa B

serina proteasa alcalina
TAKA-amilasa A

serina proteasa alcalina

Penicillium chrysogenum (antiguamente P. notatum)

Pench 13
Pench 18
Pen ch 20

serina proteasa alcalina
serina proteasa vacuolar
N-acetilglucosaminidasa

11

17

28
25

70
57

11
22

53

11

13
23
53

22
46
11

34

18
37
19
30

12

34
34
24
90
34
16
43

34
46

44
105
34
66-
100
85
34
53
33
34

32
68

OO0 OO0 00O 00

OO0

O O 00 00 O O 000 O 0000000000

82, 83

uUg2633
83A, U62442
ug7807,
ug7808
X84217
X78222,
ug7806
X78225
X78227,
P42041
us2437
X84216

838, 83C
83B, 83C
X78228
X78223
X78224
X78226
X85180

84

M83781,
S39330
U56938
u20722
AJ001732
730424
U53561
AJ223315
AJ224333
AJ223327
X85092
84A

85

84B
AJ002026
93643813
AJ224865
84C
AF284645
85A,
AF464911

AF108944
84B

85B, P34754
784377

X17561
D00434,
M33218

86A
87

87
87A



Penicillium citrinum
Penc 3

Penc 13
Penc 19
Pen c 22w
Penc 24

Penicillium oxalicum

Peno 18

1.3 Hypocreales
Fusarium culmorum
Fusc1
Fusc?2
1.4 Onygenales
Trichophyton rubrum
Trir2
Trir4
Trichophyton tonsurans
Trit1
Trit4
1.5 Saccharomycetales
Candida albicans

Candal
Cand a3

Candida boidinii

Cand b
2. Basidiomycotina
2.1 Hymenomycetes
Psilocybe cubensis
Psic 1
Psic2
Coprinus comatus, matacandil

Copci
Copc2
Copc3
Copch
Copc?7
2.2 Urediniomycetes
Rhodotorula mucilaginosa
Rho m 1
Rho m 2
2.3 Ustilaginomycetes
Malassezia furfur

Mala f 2
Mala f 3

Mala f 4
Malassezia sympodialis
Mala s 1
Mala s 5
Mala s 6
Mala s 7
Mala s 8
Mala s 9

Malas 10
Mala s 11

3. Deuteromycotina
3.1 Tuberculariales
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prot. de mem. peroxisémica
serina proteasa alcalina
prot. de choque térmico P70
enolasa

factor de elongacion 1 beta

serina proteasa vacuolar

prot. ribosémica P2
prot. de tipo tiorredoxina.

serina proteasa

serina proteasa

proteina peroxisémica

ciclofilina

proteina de cremallera de
leucina

enolasa
serina proteasa vacuolar

MF1, proteina de membrana
peroxisémica

MF2, proteina de membrana
peroxisémica

malato deshidrogenasa
mitocondrial

prot. de choque térmico 70
Mn superéxido dismut.

Epicoccum purpurascens (antiguamente E. nigrum)

Epip 1
G. Insectos
Aedes aegyptii, mosquito

serina proteasa

12

18

70

46

34

11*
13*

30
83

40
29

20

16

11

47
31

21
20
35
18*
17*
19*
37*

86
23

30

[eXeXe!

(X

OTvT OO0

(X

oo

OO0000000 O O O

86B

86A
u64207
AF254643
AY363911

87B

AY077706
AYO077707

88
88

88A
88

89
AY136739

J04984,
J04985

89A

AJ132235
AJ242791
AJ242792
AJ242793
AJ242794

89B
AY547285

AB011804, 90

AB011805, 90
AF084828,
90A

X96486, 91
AJ011955
AJ011956
AJ011957, 91A
AJ011958, 91A
AJ011959, 91A
AJ428052
AJ548421

SW:P83340,
91B
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Aed a1 apirasa
Aeda?2
Apis mellifera, abeja de miel
Apim 1 fosfolipasa A2
Apim 2 hialuronidasa
Apim4 melitina
Apim 6
Apim?7 CUB serina proteasa
Bombus pennsilvanicus, abejarrén
Bomp 1 fosfolipasa
Bom p 4 proteasa
Blattella germanica, cucaracha alemana
Bla g1 Bd90k
Blag2 proteasa aspartica
Blag 4 calicina
Blag5 glutation transferasa
Blag6 troponina C
Periplaneta americana, cucaracha americana
Per a1 Cr-Pll
Pera3 Cr-PI
Pera7 tropomiosina
Chironomus kiiensis
mosquilla
Chik 10 tropomiosina
Chironomus thummi thummi, mosquilla
Chit1-9 hemoglobina
Chit 1,01 componente ll|
Chit 1,02 componente IV
Chit2,0101 componente |
Chit2,0102 componente A
Chit3 componente ll-beta
Chit4 componente IlIA
Chith componente VI
Chi t 6,01 componente VIIA
Chit 6,02 componente IX
Chit7 componente VIIB
Chit8 componente VI
Chit9 componente X
Ctenocephalides felis felis, piojo del gato
Cte f1
Ctef2 M1b
Ctef3
Thaumetopoea pityocampa, procesionaria de los pinos
Thap 1
Lepisma saccharina, lepisma
Leps 1 tropomiosina
Dolichovespula maculata, avispon de cara blanca
Dol m 1 fosfolipasa A1
Dol m 2 hialuronidasa
Dolm5 antigeno 5
Dolichovespula arenaria, avispdn amarillo
Dola5 antigeno 5
Polistes annularies
avispa
Pol a 1 fosfolipasa A1
Pola 2 hialuronidasa
Pola 5 antigeno 5
Polistes dominulus, avispa cartonera del Mediterraneo
Pol d 1
Pol d 4 serina proteasa
Pold 5
Polistes exclamans, avispa
Pol e 1 fosfolipasa A1
Pole 5 antigeno 5

Polistes fuscatus, avispa

13

68
37

16
44

7-8
39

16

36
21
22
27

72-78
37
32,5*
16

16
16

16
16
16
16

16

16
16

27
25
15
36
35
44
23
23
35

44
23

32-34

34
23

OO0 00000 TT OTOOO OO

OTT O 000 O T oo OO0 O0O0O0O0O0O0OOO00O O

O

L12389
M33157

92

93

94

Kettner p.c.
AY127579

95
95

96
97
98
98

98A
Y14854

AJ012184

99

P02229
P02230
P02221
P02221
P02222
P02231
P02224
P02226
P02223
P02225
P02227
P02228

AF231352
PIR:A59396,
99A
AJ309202
100

101

102, 103
104

105

105

104
Hoffman p.c.
Hoffman p.c.

P81656

107
104
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Pol f 5 antigeno 5
Polistes gallicus, avispa

Polg 5 antigeno 5
Polistes metricus, avispa

Polm5 antigeno 5
Vespa crabo, avispon europeo

Vesp c 1 fosfolipasa

Vespc5 antigeno 5
Vespa mandarina, avispén asiatico gigante

Vesp m 1

Vespm 5
Vespula flavopilosa, chaqueta amarilla

Vesf5 antigeno 5 23
Vespula germanica, chaqueta amarilla

Vesg5 antigeno 5 23
Vespula maculifrons, chagueta amarilla

Ves m 1 fosfolipasa A1

Ves m 2 hialuronidasa

Ves m5 antigeno 5
Vespula pennsilvanica, chaqueta amarilla

Vesp5 antigeno 5
Vespula squamosa, chaqueta amarilla

Vess5 antigeno 5
Vespula vidua, avispa

Ves vi 5 antigeno 5

Vespula vulgaris, chaqueta amarilla

Vesv 1 fosfolipasa A1
Vesv2 hialuronidasa
Vesv5 antigeno 5
Myrmecia pilosula, hormiga saltadora australiana
Myr p 1
Myrp 2
Solenopsis geminata, hormiga roja tropical
Solg 2
Solg 4
Solenopsis invicta, hormiga roja
Soli2 13
Soli3
Soli4
Solenopsis saevissima, hormiga roja brasilefa
Sols2
Triatoma protracta, vinchuca de California
Triap 1 Procalina
H. Alimentos
Gadus callarias, bacalao
Gadc 1 alérgeno M

Salmo salar, salmén del Atlantico

Sals 1

Bos domesticus, ganado doméstico

parvalbdmina

Bos d 4 alfa-lactalbamina
(leche) Bosd5 beta-lactoglobulina
véanse también los animales
Bosd 6 albdmina sérica
Bosd7 inmunoglobulina
Bos d 8 caseinas
Cyprinus carpio
(carpa comun)
Cypc1 parvalbdmina
Gallus domesticus, pollo
Gald1 ovomucoide
Gald2 ovalbimina
Gald3 Ag22, conalbimina
Gald 4 lisozima
Gald5 albumina sérica

Metapenaeus ensis, gamba

14

23
24
23

34
23

33,5
23
23
23
23
35

44
23

24
13

20

12
12

14,2
18,3

67
160
20-30
12

28

78

14
69
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106
P83377
106

107
106

Hoffman p.c.
P81657

106
106
108
109
104
106
106
106
105A
105A
104

X70256
S81785

Hoffman p.c.
Hoffman p.c.

110, 111
110
110

Hoffman p.c.

AF179004,
111A.

112, 113
X97824

M18780
X14712

M73993
77
77

129

114, 115
114, 115
114, 115
114, 115
X60688



Met e 1
Penaeus aztecus, gamba

Pen a1
Penaeus indicus, gamba

Peni1

Penaeus monodon, gamba tigre negra

Penm 1

Penm 2
Todarodes pacificus, calamar

Todp 1

Helix aspersa, caracol de las vifias

Hel as 1
Haliotis midae, oreja de mar
Hal m 1

Rana esculenta, rana comestible

Rane 1
Rane?2

Brassica juncea, mostaza oriental

Braj1

Brassica napus, semilla de colza

Bran1
Brassica rapa, nabo

Brar2
Hordeum vulgare, cebada

Horv 15

Horv 16

Horv 17

Hor v 21
Secale cereale, centeno

Secc 20
Triticum aestivum, trigo

Tria18

Tria 19
Zea mays, maiz

Zeam 14
Oryza sativa, arroz

Orys 1
Apium graveolens, apio

Apig 1

Apig 4

Apig 5
Daucus carota, zanahoria

Dauc 1
Dauc4
Corilus avellana, avellana

Cora 1,04

Cora?
Coras8
Malus domestica, manzana
Mal d 1
Mal d 2

Mal d 3

Mal d 4
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tropomiosina
tropomiosina
tropomiosina

tropomiosina
arginina cinasa

tropomiosina

tropomiosina

parvalbdmina alfa
parvalbdmina beta

2S albdmina

2S albdmina
hom: proheveina
BMAI-1
alfa-amilasa

beta-amilasa

gamma-3 hordeina

secalina

aglutinina
omega-5 gliadina

prot. de transferencia de
lipidos

hom: Bet v 1
profilina

hom: Bet v 1
profilina

hom: Bet v 1

profilina

proteina de transferencia de
lipidos

hom: Bet v 1

hom: taumatina

proteina de transferencia de
lipidos

profilina

15

36
34

38
40

38
36
49

11,9*
1,7*

14
15
25

15

34

65

16*

55/58

16

17
14

14,4*

(@)

O T OO O T

)

o O

u08008
116

116A

AF479772,117
117A

Y14855, 117B
117C

AJ315959
AJ414730

118
118A, P80208
P81729

119

119A,
SW:P80198

véase la lista
de isoal.

PTR:A59156

P19656
119B, U31771

748967
AF129423
P81943

117D, véase la
lista de
isoalérgenos
AF456482

véase la lista
de
isoalérgenos
AF327622

AF329829

véase la lista
de
isoalérgenos
AJ243427

Pastorello p.c.
véase la lista
de
isoalérgenos



Pyrus communis, pera
Pyrc 1
Pyrc 4
Pyrc 5
Persea americana, aguacate
Pers a 1
Prunus armeniaca, albaricoque
Pru ar 1

Pruar 3
Prunus avium, cereza dulce

Pru av 1

Pru av 2

Pru av 3
Pru av 4

Prunus domestica, ciruela europea

Prud3
Prunus persica, melocoton

Prup 3

Prup 4
Asparagus officinalis, esparrago

Aspao 1
Crocus satins, azafran

Lactuca sativa, lechuga

Lacs 1
Vitis vinifera, uva

vitv 1
Musa x paradisiaca, banana

Mus xp 1
Ananas comosus, pifia

Anac 1

Anac?2
Citrus limon, limén

Cit13
Citrus sinensis, naranja dulce
Cits 1
Cits 2

Cits 3
Litchi chinensis, lichi

Litc 1
Sinapis alba, mostaza amarilla

Sinal
Glycine max, semilla de soja

Glym 1

Glym2

Glym3
Glym4
Vigna radiata, judia mungo
Vigr 1
Arachis hypogaea, cacahuete
Arah1
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hom: Bet v 1

profilina

hom: isoflavona reductasa
endoquitinasa 32

hom: Bet v 1

proteina de transferencia de
lipidos

hom: Bet v 1

hom: taumatina

proteina de transferencia de
lipidos

profilina

proteina de transferencia de
lipidos

proteina de transferencia de
lipidos

profilina

proteina de transferencia de
lipidos

Cros 1

proteina de transferencia de
lipidos

proteina de transferencia de
lipidos

profilina
profilina
bromelaina

proteina de transferencia de
lipidos

proteina de tipo germina
profilina

proteina de transferencia de
lipidos

profilina

2S albdmina

HPS 7

profilina
(SAM22) prot. PR-10

PR-10 proteina

vicilina

16

18

33,5

10
15

10

14

21

15
15

22,8"

23
14

15

14

© T

14
17

15

63,5

[eXeXe!

oo OO0 T O

-

) O O T TTUT T o o O T

O O 00

AF05730
AF129424
AF071477
278202

U93165

u66076
u32440

AF221501
AF129425

119C

P81402
véase la lista
de
isoalérgenos
119D
Varasteh A-R
p.cC.

Viets p.c.

P80274
AF377948
AF377949
119E-G,
D14059

Torrejon p.c.

Torrejon p.c.
Torrejon p.c.

Torrejon p.c.
AY049013

120

120A

A57106

véase la lista
de
isoalérgenos
X60043, 120B
AY792956

L34402



Arah 2
Arah 3
Arah4
Arahb5
Arah6
Arah?7
Arah 8
Lens culinaris, lenteja

Lenc1
Lenc?2
Pisum savitum, guisante

Pis s 1

Piss 2
Actinidia chinensis, kiwi

Actc 1

Actc 2

Capsicum annuum, pimiento morrén
Capaiw

Capa?2

Lycopersicon esculentum, tomate

Lyce 1

Lyce2

Lyce 3
Solanum tuberosum, patata

Sola t1

Solat2

Solat3

Solat4
Bertholletia excelsa
nuez de Brasil

Bere 1

Bere 2
Juglans nigra, nuez negra
Jugn1
Jugn?2
Juglans regia, nuez inglesa
Jugr1
Jugr?2

Jugr3
Anacardium occidentale
anacardo

Anao 1
Anao?2
Anao 3

Ricinus communis, semilla de ricino

Ricc 1
Sesamum indicum
sésamo

Sesii
Sesi2

ES 2541311 T3

conglutina
glicinina
glicinina
profilina

hom: conglutina
hom: conglutina
proteina PR-10

vicilina
prot. biotinilada de semilla

vicilina
convicilina

cisteina proteasa
proteina de tipo taumatina

proteina de tipo osmotina
profilina

profilina

b-fructofuranosidasa
prot. de transferencia de
lipidos

patatina

inhibidor de catepsina D
inhibidor de cisteina
proteasa
inhibidor de
aspartica

proteasa

2S albdmina
11S proteina de semilla de
almacenamiento de globulina

2S albdmina
prot. de tipo vicilina

2S albdmina

vicilina

proteina de transferencia de
lipidos

proteina de tipo vicilina
proteina de tipo legumina
2S albdmina

2S albumina

2S albumina
2S albamina

17

17
60

15
15

15
17

47

44
63

30

24

23
14

14

50

43
21

21

16+4

29
19*
56*

44

50
55
14
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T TTUT O O O OO0 T T OO0 TOo OO0O00000
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O 000

oo

L77197

AF093541
AF086821
AF059616
AF092846
AF091737
AY328088

véase la lista
de
isoalérgenos
120C

véase la lista
de
isoalérgenos
pendiente

P00785
SW:P81370,
121

AJ297410
AJ417552

AJ417553
véase la lista
de
isoalérgenos
U81996

P15476
P16348

P20347
P30941
P04403,
M17146
AY221641

AY102930
AY102931

U66866
AF066055

Pastorello

véase la lista
de
isoalérgenos
AF453947
AY081853

P01089
121A,

AF240005
AF091841



Sesi3
Sesi4
Sesib

Cucumis melo, melén bordado

|. Otros

Cucm1
Cucm2

Cucm3

Anisakis simplex, nematodo

Argas reflexus

Ani s 1
Anis 2
Anis 3
Anis 4

garrapata de la paloma

Ascaris suum, gusano

Argr1

Ascs 1

Carica papaya, papaya

Car p 3w
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7S globulina de tipo vicilina
oleosina
oleosina

serina proteasa

profilina

p. relacionada con la
patogénesis PR-1

paramiosina
tropomiosina

papaina

Dendronephthya nipponica, coral blando

Denn 1

Hevea brasiliensis, caucho (latex)

Hev b 1
Hevb 2
Hev b 3

Hev b 4
Hevb 5

Hev b 6,01
Hev b 6,02
Hev b 6,03

Hev b 7,01
Hev b 7,02

Hev b 8
Hevb 9

Hevb 10

Hev b 11

Hevb 12
Hev b 13

factor de elongacion
1,3-glucanasa

componente de microhélice,
complejo

precursor de heveina
heveina

fragmento C-terminal

hom: patatina de suero B
hom: patatina de suero C

profilina
enolasa

Mn superéxido dismut.

quitinasa de clase 1

proteina de transferencia de
lipidos

esterasa

Homo sapiens, autoalérgenos humanos

Hom s 1
Hom s 2
Hom s 3
Hom s 4
Hom s 5

Triplochiton scleroxylon

Obeche

Bibliografia

Trips 1

quitinasa de clase 1

45
17
15

66
14

16*
24

97
41

17
10
23,4*
53

58
34/36

100-
115
16

20

14
42
44

14
51

26

9,3
42

73*
10,3*
20,1*
36*
42,6*

38,5

TOOT T OO0 OO0

T O T O

OO0 O O OT TOT

oo

OO0 TO O

o

AF240006
AAG23840
AAD42942

D32206
AY271295

P83834

121B, A59069
AF173004
121C, Y19221
P83885

AJ697694

122

122A, M15203
122B

123, 124
125
126, 127

128

U42640
M36986,
p02877
M36986,
p02877
M36986,
p02877
U80598
AJ223038
véase la lista
de
isoalérgenos
AJ132580
véase la lista
de
isoalérgenos
véase la lista
de
isoalérgenos

AY057860
P83269

Y14314
X80909
X89985
Y17711
P02538
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La molécula hipoalergénica de la presente invencién muestra una capacidad de union a IgE reducida.

La molécula hipoalergénica de la presente invencién muestra una reactividad frente a células T reducida.

Sin embargo, también pueden usarse fragmentos de alérgenos que comprenden al menos un epitopo de células T
en la proteina hipoalergénica segun la presente invencion.

“Mostrar capacidad de uniéon a IgE reducida”, tal como se usa en el presente documento, significa que las moléculas
segun la presente invencion muestran una actividad o capacidad de union a IgE significativamente reducida (al
menos el 50% menos, preferiblemente al menos el 70% menos, méas preferiblemente al menos el 80% menos,
incluso mas preferiblemente al menos el 90% menos, lo mas preferiblemente al menos el 95% menos, de capacidad
de unién en comparacion con el alérgeno de tipo natural) o incluso carecen de ellas en absoluto.
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La actividad/capacidad de unién a IgE de moléculas tales como péptidos y proteinas puede determinarse, por
ejemplo, mediante un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) usando, por ejemplo, sueros obtenidos
de un sujeto, (es decir, un sujeto alérgico) que se ha expuesto anteriormente al alérgeno de tipo natural. En
resumen, se recubre un péptido que va a someterse a prueba sobre pocillos de una placa de microtitulacion. Tras
lavar y bloguear los pocillos, se incuba en los pocillos una disolucién de anticuerpo que consiste en el plasma de un
sujeto alérgico, que se ha expuesto al péptido que esta sometiéndose a prueba o a la proteina de la que se derivo.
Se afiade un anticuerpo secundario marcado a los pocillos y se incuba. Entonces se cuantifica la cantidad de union a
IgE y se compara con la cantidad de IgE a la que se une un alérgeno de tipo natural purificado.

Alternativamente, la actividad de unién de un péptido puede determinarse mediante andlisis por inmunotransferencia
de tipo Western. Por ejemplo, se hace correr un péptido que va a someterse a prueba sobre un gel de poliacrilamida
usando SDS-PAGE. Entonces se transfiere el péptido a nitrocelulosa y posteriormente se incuba con suero de un
sujeto alérgico. Tras la incubacion con el anticuerpo secundario marcado, se determina la cantidad de IgE unida y se
cuantifica.

Otro ensayo que puede usarse para determinar la actividad de union a IgE de un péptido es un ensayo ELISA de
competencia. En resumen, se genera una combinacion de anticuerpo-IgE combinando plasma de sujetos alérgicos
que se ha mostrado mediante ELISA directo que son reactivos frente a IgE con alérgeno de tipo natural. Se usa esta
combinacion en ensayos ELISA de competencia para comparar la unién de IgE a alérgeno de tipo natural con el
péptido sometido a prueba. Se determina la union a IgE para el alérgeno de tipo natural y el péptido que esta
sometiéndose a prueba y se cuantifica.

Un “epitopo de células T” significa una proteina (por ejemplo, alérgeno) o fragmento de la misma, para la que una
célula T tiene un sitio de union especifico de antigeno, el resultado de unirse a dicho sitio de union activa la célula T.
El término “mostrar reactividad frente a células T reducida”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a
moléculas que muestran una reactividad frente a células T que esté significativamente reducida en comparacién con
la estimulacion inducida por el alérgeno de tipo natural del que se deriva la molécula hipoalergénica usando
cantidades equimolares en ensayos convencionales conocidos en la técnica (la reactividad frente a células T
reducida significa al menos el 30%, preferiblemente al menos el 50%, mas preferiblemente al menos el 70%, lo mas
preferiblemente al menos el 90%, menos de estimulacion de moléculas hipoalergénicas en comparacion con el
alérgeno de tipo natural a cantidades equimolares). En una realizacion particular preferida de esta invencion, las
moléculas pueden “carecer” de epitopos de células T y por tanto la molécula muestra reactividad frente a células T
reducida en el/los individual(s) que van(n) a tratarse (es decir, que va(n) a recibir una molécula de plataforma de
valencia que presenta epitopo). Es probable que, por ejemplo, una molécula derivada de alérgeno pueda carecer de
un(os) epitopo(s) de células T con respecto a un individuo, o un grupo de individuos, al tiempo que presente un(os)
epitopo(s) de células T con respecto a otro(s) individuo(s). En la técnica se conocen métodos para detectar la
presencia de un epitopo de células T e incluyen ensayos que detectan la proliferacion de células T (tales como
incorporacion de timidina). Los inmunogenos que no logran inducir incorporacion estadisticamente significativa de
timidina por encima del fondo (es decir, generalmente p inferior a 0,05 usando métodos estadisticos convencionales)
se considera generalmente que carecen de epitopos de células T, aunque se apreciara que la cantidad cuantitativa
de incorporacion de timidina puede variar, dependiendo del inmundgeno que esta sometiéndose a prueba (véase,
por ejemplo, Zhen L. et al. (Infect Immun. (2003) 71:3920-3926)). Generalmente, un indice de estimulacién por
debajo de aproximadamente 2-3, mas preferiblemente menos de aproximadamente 1, indica falta de reactividad
frente a células T y epitopos. La presencia de epitopos de células T también puede determinarse midiendo la
secrecién de linfocinas derivadas de células T segin métodos convencionales. El indice de estimulacion (IE) puede
calcularse dividiendo la tasa de proliferacion (captaciéon de timidina) de células estimuladas entre la tasa de
proliferacién de células no estimuladas en medio solo. IE=1 significa ausencia de estimulacion, IE<1 indica efectos
toxicos e IE>1 indica estimulacion de células. La ubicacién y el contenido de epitopos de células T, si estan
presentes, pueden determinarse empiricamente.

Ademas de la estimulacion de células T, puede determinarse la secrecién de citocina. Por ejemplo, se ha reconocido
IFN-gamma como citocina dafina. Otros ejemplos pueden ser TNF-alfa, IL-5, IL-4, IL-8 etc.

El fragmento de alérgeno esta compuesto preferiblemente por los aminoacidos 151 a 177,87 a 117, 1 a 30,43 a 70
6 212 a 241 de Phl p 1, los aminodcidos 93 a 128, 98 a 128, 26 a 53, 26 a 58, 132 a 162, 217 a 246, 252 a 283 6
176 a 212 de Phl p 5, los aminodcidos 1 a 34 6 35 a 70 de la cadena 1 de Fel d 1, los amino&cidos 1 a 34,35a 63 6
64 a 92 de la cadena 2 de Fel d 1, los aminoacidos 30 a 59, 50 a 79 6 75 a 104 de Bet v 1, los aminoacidos 1 a 33,
21 a51,42a73,62a 103 6 98 a 129 de Der p 2, los aminoacidos 1 a 30, 20 a 50, 50 a 80, 90 a 125, 125 a 155 6
165 a 198 de Der p 7, los aminodacidos 1-35, 36-70, 71-110, 111-145, 140-170, 175-205, 210-250 6 250-284 de Der
p 10, los aminoacidos 1 a 35,35 a 72, 70 a 100 6 90 a 122 de Der p 21, los amino&cidos 1 a 32, 15248 6 32 a 70
del clon 30, los aminoéacidos 19 a 58, 59 a 95, 91 a 120 6 121 a 157 de Alt a 1, los aminoacidos 31 a 60, 45 a 80, 60
a 96 6 97 a 133 de Par j 2, los aminoacidos 1 a 40, 36 a 66, 63 a 99, 86 a 120 6 107 a 145 de Ole e 1, los
aminodacidos 25 a 58, 99 a 133, 154 a 183, 277 a 307, 334 a 363, 373 a 402, 544 a 573, 579 a 608, 58 a 99, 125 a
165, 183 a 224, 224 a 261, 252 a 289, 303 a 340, 416 a 457, 460 a 500 6 501 a 542 de Fel d 2, los aminoacidos 19 a
58,52 a91,82a 119, 106 a 144 6 139 a 180 de Can f 2, los aminoacidos 19 a 56, 51 a 90, 78 a 118, 106 a 145 6
135-174 de Can f 1, los aminoacidos 27 a 70, 70 a 100 6 92 a 132 de Art v 1, los aminoacidos 31 a 70, 80 a 120, 125
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a 155, 160 a 200, 225 a 263, 264 a 300, 305 a 350 6 356 a 396 de Amb a 1, los aminoacidos 1 a 34,35a 74, 74 a
115,125 a 165, 174 a 213, 241 a 280, 294 a 333, 361 a 400 6 401 a 438 de Alt a 6, los aminoacidos 1 a 40, 41 a 80,
81 a 120, 121 a 160 de Alt a 2 o fragmentos o variaciones de secuencia de los mismos.

Las secuencias especificas de aminoacidos de las moléculas derivadas de alérgenos identificadas anteriormente
son:

Péptido Posicion | Secuencia SEQID NO.

Pep Alta 1.1 19-58 APLESRQDTASCPVTTEGDYVWKISEE‘YGRKE’EG— 23
TYYNSL

Pep Alta 1.2 59-95 GFNIKATNGGTLDFTCSAQADKLEDHKWYSCGENSFM 24

Pep Alta 1.3 91-120 | ENSFMDFSFDSDRSGLLLKQKVSDDITYVA 25

Pep Alta 1.4 121-157 | TATLPNYCRAGGNGPKDFVCQGVADAYITLVTLPKSS 26

Pep Alta 2.1 1-40 MHSSNNFFKDNIFRSLSKEDPDYSRNIEGQVIRLH- 27
WDWAQ

Pep Alta 2.2 41-80 LLMLSAKRMKVAFKLDIEKDQRVWDRCTADDLK~ 28
GRNGFKR

Pep Alta 2.3 81-120 | CLOFTLYRPRDLLSLLNEAFFSAFRENRETIINTD- 29
LEYAA

Pep Alta 2.4 121-160 | KSISMARLEDLWKEYQKIFPSIQVITSAFRSIE- 30
PELTVYT

Pep Alta 2.5 161-190 | CLKKIEASFELIEENGDPKITSEIQLLKAS 31

Pep Alta 6.1 1-34 MTITKIHARSVYDSRGNPTVEVDIVTETGLHRAI 32

Pep Alta 6.2 35-74 VTETGLHRAIVPSGASTGSHEACELRDGDKSKWG- 33
GKGVTK

Pep Alta 6.3 74-115 APALIKEKLDVKDQSAVDAFLNKLDGTTNKTNL~ 34
GANAILGVS

Pep Alta 6.4 125-165 EKGVPLYAHISDLAGT KKPYVLPVPF ONVLNG- 35
GSHAGGRLA

Pep Alt a 6.5 174-213 | CEAPTFSEAMROGAEVYQKLKALAKKTYGQSAGN~ 36
VGDEGG

Pep Alt a 6.6 241-280 | IKIAMDVASSEFYKADEKKYDLDEKNPDSDKSKWL— 37
TYEQL

Pep Alta6.7 294-333 VSIEDPFAEDDWEAWSYFFKTYDGQIVGDDLTVT- 38
NPEFIK

Pep Alta 6.8 361-400 | AKDAFGAGWGVMVSHRSGETEDVTIADIVVGLRS- 39
GOQIKTG

Pep Alta 6.9 401-438 | APARSERLAKLNQILRIEEELGDNAVYAGNNFR- 40
TAVNL

Pep Amb a 1.1 31-70 EILPVNETRRLTTSGAYNIIDGCWRGKADWAEN~ 41
RKALADC

Pep Amba 1.2 80-120 | GGKDGDIYTVTSELDDDVANPKEGTLREGAAQNR- 42
PLWIIFE

Pep Amba 1.3 125-155 | IRLDKEMVVNSDKTIDGRGAKVEIINAGFTL 43

Pep Amba 1.4 160-200 | NVIIHNINMHDVKVNPGGLIKSNDGPAAPRAGSDG- 44
DAISIS

Pep Amba 1.5 225.263 | GTTRLTVSNSLFTQHOFVLLFGAGDENIEDRGMLAT- 45
VAF

Pep Amba 1.6 264-300 | NTFTDNVDQRMPRCRHGFFQVVNNNYDKWGSYAIGGS 46

Pep Amba 1.7 305-350 | ILSQGNRFCAPDERSKKNVLGRHGEAAARESMKWN-~ 47
WRTNKDVLENGA

Pep Amb a 1.8 356-396 | GVDPVLTPEQSAGMIPAEPGESALSLTSSAGVLSC~ 48
QPGAPC

Pep Artv 1.1 27-70 SKLCEKTSKTYSGKCDNKKCDKKCIEWEKAQHGACH~ 49
KREAGKES

Pep Artv 1.2 70-100 | SCFCYFDCSKSPPGATPAPPGAAPPPAAGGS 50
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Pep Artv 1.3 92-132 APPPAAGGSPSPPADGGSPPPPADGGSPPVDGG- 51
SPPPPSTH

Canf1Pep1 19-56 QDTPALGKDTVAVSGKWYLKAMTADQEVPEKPDSVT— 52
PM

Canf1 Pep2 51-90 DSVTPMILKAQKGGNLEAKI TMLTNGQCONITVVL- 53
HKTSE

Canf1 Pep 3 78-118 | CONITVVLHKTSEPGKYTAYEGQRVVFIQPSPVRD- 54
HYILYC

Canf1Pep4 106-145 | OPSPVRDHYILYCEGELHGRQIRMAKLLGRD- 55
PEQSQEALE

Canf1Pep5 135-174 | RDPEQSQEALEDFREFSRAKGLNQEILELAQSETC- 56
SPGGQ

Canf2Pep i 19-58 QEGNHEEPQGGLEELSGRWHSVALASNKSDLIKP- 57
WGHERV

Canf2 Pep 2 52-91 PWGHFRVFIHSMSAKDGNLHGDILIPQDGQCEK- 58
VSLTAFK

Canf2 Pep 3 82-119 CEKV. SLTAFKTATSNKE‘DLEY— 59
WGHNDLYLAEVDPKSYL

Canf2 Pep 4 106-144 | NDLYLAEVDPKSYLILYMINQYN- 60
DDTSLVAHLMVRDLSR

Canf2Pep5 139-180 | VRDLSRQQODFLPAFESVCEDIGLHKDQIVVLS- 61
DDDRCQGSRD

Feld 2 Pep 1 25-58 EAHQSEIAHRFNDLGEEHFRGLVLVAFSQILQQC 62

Feld2 Pep 2 99-133 | CTVASLRDKYGEMADCCEKKEPERNECFLQHKDDN 63

Feld2 Pep 3 154-183 | NEQRFLGKILYEIARRHPYFYAPELLYYAE 64

Feld 2 Pep 4 277-307 | CADDRADLAKYICENQDSISTKLKECCGKPV 65

Feld2 Pep 5 334-363 | VEDKEVCKNYQEAKDVFLGTFLYEYSRRHP 66

Feld2 Pep 6 373-402 | LAKEYEATLEKCCATDDPPACYAHVFDEFK 67

Feld2 Pep7 544-573 | EKQIKKQSALVELLKHKPKATEEQLKTVMG 68

Feld 2 Pep 8 579-608 | VDKCCAAEDKEACFAEEGPKLVAAAQAALA 69

Feld2 Pep 9 58-99 CPFEDHVKLVNEVTEFAKGCVADQSAANCEK- 70
SLHELLGDKLC

Fel d 2 Pep 10 125-165 | CFLOHKDDNPGFGQLVTPEADAMCTAFHENEQRFLG- 71
KYLYE

Feld 2 Pep 11 183-224 | EEYKGVFTECCEAADKAACLTPKVDALREKVLAS- 72
SAKERLKC

Feld 2 Pep 12 224-261 CASLQKFGERAFKAWSVARLSQKFPKAE- 73
FAETSKLVTD

Feld 2 Pep 13 252289 | FAEISKLVTDLAKIHKECCHGDLLECADDRADLAKY- 74
I1C

Feld 2 Pep 14 303-340 | CGKPVLEKSHCISEVERDELPADLPPLAVD- 75
FVEDKEVC

Feld 2 Pep 15 416-457 | CELFEKLGEYGFQNALLVRYTKKVPQVST-~ 76
PTLVEVSRSLGKV

Feld 2 Pep 16 460-500 | CTHPEAERLSCAEDYLSVVLNRLCVLHEKTPVSER- 77
VTKC

Fel d 2 Pep 17 501-542 | CTESLVNRRPCFSALQVDETYVPKEFSAETFTF- 78
HADLCTLPE

Pep Ole e 1.1 1-40 EDIPQPPVSQFHIQGQVYCDTCRAGFITELSEFIP- 79
GASLR

PepOlee 1.2 36-66 GASLRLQCKDKENGDVTFTEVGYTRAEGLYS 80

Pep Olee 1.3 63-99 GLYSMLVERDHKNEFCEITLISSGRKDCNEIPTEGWA 81

Pep Olee 1.4 86-120 | GRKDCNEIPTEGWAKPSLKFKLNTVNGTTRTVNPL 82

Pep Ole e 1.5 107-145 LNTVNGTTRTVNPLGFEFKKEALPKCAQVYNKIL~ 83
GMYPPNM

Pep Parj2.1 31-60 GEEACGKVVQDIMPCLHFVKGEEKEPSKEC 84

Pep Parj2.2 45-80 CLHFVKGEEKEPSKECCSGTKKLSEEVKTTEQKREA 85

Pep Parj2.3 60-96 CCSGTKKLSEEVKTTEQKREACKCIVRATKGISGIKN 86
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Pep Parj2.4 97-133 | ELVAEVPKKCDIKTTLPPITADFDCSKIQSTIFRGYY 87
Derp 1 Pep 1 1-30 TNACSINGNAPAEIDLRQMRTVTPIRMQGG 88
Derp1Pep2 52-84 NQSLDLAEQELVDCASQHGCHGDTIPRGIEYIQ 89
Derp 1 Pep3 85-115 | HNGVVQESYYRYVAREQSCRRPNAQRFGISN 90
Derp 1 Pep4 99-135 | REQSCRRPNAQRFGISNYCQIYPPNVNKIREALAQTH 91
Derp1Pep5 145-175 | KDLDAFRHYDGRTIIQRDNGYQPNYHAVNIV 92
Derp 1 Pep 6 155-187 | GRTIIQRDNGYQPNYHAVNIVGYSNAQGVDYWI 93
Derp1Pep?7 175-208 | VGYSNAQGVDYWIVRNSWDTNWGDNGYGYFAANI 94
Derp 1 Pep8 188-222 | VRNSWDTNWGDNGYGYFAANIDLMMIEEYPYVVIL 95
Derp 2 Pep 1 1-33 DQVDVKDCANHEIKKVLVPGCHGSEPCIIHRGK 96
Derp2Pep2 21-51 CHGSEPCIIHRGKPFQLEAVFEANQNSKTAK 97
Derp2Pep3 42-73 EANQNSKTAKIEIKASIEGLEVDVPGIDPNAC 98
Derp2Pep 4 62-103 | EVDVPGIDPNACHYMKCPLVKGQQYDIKYTWIVP-KIAPKSEN | 99
Derp 2 Pep 5 98-129 | APKSENVVVTVKVMGDNGVLACAIATHAKIRD 100
Derp 5 Pep 1 1-35 MEDKKHDYQNEFDFLLMERIHEQIKKGELALFILQ 101
Derp5Pep2 25-60 KKGELALFILQEQINHFEEKPTKEMKDKIVAEMDTI 102
Derp5Pep3 65-95 DGVRGVLDRLMQRKDLDIFEQYNLEMAKKSG 103
Derp5Pep 4 78-114 | DLDIFEQYNLEMAKKSGDILERDLKKEEARVKKIEV 104
Derp 7 Pep 1 1-30 DPIHYDKITEEINKAVDEAVAAIEKSETFD 105
Derp7Pep2 20-50 VAAIEKSETFDPMKVPDHSDKFERHIGIIDL 106
Derp 7 Pep 3 50-80 LKGELDMRNIQVRGLKQMKRVGDANVKSEDG 107
Derp 7 Pep 4 90-125 | VHDDVVSMEYDLAYKLGDLHPNTHVISDIQDFVVEL 108
Derp 7 Pep 5 125-155 | LSLEVSEEGNMTLTSFEVRQFANVVNHIGGL 109
Derp 7 Pep 6 165-198 | LSDVLTAIFQDTVRAEMTKVLAPAFKKELERNNQ 110
Derp 10 Pep 1 1-35 MEAIKKKMQAMKLEKDNAIDRAEIAEQKARDANLR 111
Derp 10 Pep 2 36-70 AEKSEEEVRALQKKIQQIENELDQVQEQLSAANTK 112
Derp 10 Pep 3 71-110 LEEKEKALQTARGDVAALNRRIQLIEEDLERSEER~ 113
LKIAT
Derp 10 Pep 4 111-145 | AKLEEASQSADESERMRKMLEHRSITDEERMEGLE 114
Derp 10 Pep 5 140-170 | RMEGLENQLKEARMMAEDADRKYDEVARKLA 115
Derp 10 Pep 6 175-205 | DLERAEERAETGESKIVELEEELRVVGNNLK 116
Derp 10 Pep 7 210-250 | SEEKAQQREEAHEQQIRIMITKLKEAEARAEFAERS- 117
VOKLQ
Derp 10 Pep 8 250-284 | QKEVDRLEDELVHEKEKYKSISDELDQTFAELTGY 118
Der p 21 Pep 1 1-35 MFIVGDKKEDEWRMAFDRLMMEELETKIDQVEKGL 119
Derp 21 Pep 2 35-72 LHLSEQYKELEKTKSKELKEQILRELTIGENFMKGAL 120
Derp 21 Pep 3 70-100 | GALKFFEMEAKRTDLNMFERYNYEFALESIK 121
Derp 21 Pep 4 90-122 | YNYEFALESIKLLIKKLDELAKKVKAVNPDEYY 122
Clon 30 Pep 1 1-32 MANDNDDDPTTTVHPTTTEQPDDKFECPSRFG 123
Clon 30 Pep 2 15-48 PTTTEQPDDKFECPSRFGYFADPKDPHKFYICSN 124
Clon 30 Pep 3 32-70 GYFADPKDPHKFYICSNWEAVHKDCPGNTRWNEDEE 125
TCT
Betv 1 Pep 1 30-59 LFPKVAPQAISSVENIEGNGGPGTIKKISF 126
Betv 1 Pep2 50-79 GPGTIKKISFPEGFPFKYVKDRVDEVDHTN 127
Betv1Pep3 75-104 | VDHTNFKYNYSVIEGGPIGDTLEKISNEIK 128
Fel d 1 cadena 1 1-34 EICPAVKRDVDLFLTGTPDEYVEQVAQYKALPVVC 129
Pep 1
Fel d 1 cadena 1 35-70 LENARILKNCVDAKMTEEDKENALSLLDKIYTSPLC 130
Pep 2
Fel d 1 cadena 2 1-34 VKMAITCPIFYDVFFAVANGNELLLDLSLTKVNAC 131
Pep 1
Fel d 1 cadena 2 35-63 TEPERTAMKKIQDCYVENGLISRVLDGLVC 132
Pep 2
Fel d 1 cadena 2 64-92 CMTTISSSKDCMGEAVQNTVEDLKLNTLGR 133
Pep 3
Phlp 5 Pep 1 98-128 | CGAASNKAFAEGLSGEPKGAAESSSKAALTSK 134
Phlp 5 Pep 2 26-58 ADLGYGPATPAAPAAGYTPATPAAPAEAAPAGKC 135
Phlp 5 Pep 3 132-162 | AYKLAYKTAEGATPEAKYDAYVATLSEALRIC 136
Phlp 5 Pep 4 217-246 | CEAAFNDAIKASTGGAYESYKFIPALEAAVK 137
Phlp 5 Pep5 252-283 | TVATAPEVKYTVFETALKKAITAMSEAQKAAKC 138
Phlp 5 Pep 6 176-212 | CAEEVKVIPAGELQVIEKVDAAFK- 139

VAATAANAAPANDK
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Phlp 5 Pep 1a 93-128 | CFVATFGAASNKAFAEGLSGEPKGAAESSSKAALTSK 141
Phl p 5 Pep 2b 26-53 ADLGYGPATPAAPAAGYTPATPAAPAEAC 142

Los términos “fragmentos de los mismos” y “variaciones de secuencia de los mismos” se refieren a péptidos que se
deducen de las moléculas derivadas de alérgenos dadas a conocer en el presente documento y muestran
propiedades bioquimicas (por ejemplo la capacidad para impedir la unién de IgE al alérgeno del que se derivan esas
moléculas) que son comparables o idénticas a dichas moléculas derivadas de alérgenos. Los fragmentos de la
presente invencién comprenden al menos el 5, preferiblemente al menos el 7, méas preferiblemente al menos el 10,
sucesivos y/o un maximo del 95%, preferiblemente un maximo del 90%, mas preferiblemente un maximo del 80% de
residuos de aminoacido de la molécula derivada de alérgeno. El término “variacion de secuencia” incluye
modificaciones de los péptidos tales como fragmentacion (véase anteriormente), sustituciones de aminoacido (por
ejemplo por otros aminodcidos naturales o no naturales o derivados de aminodacido), deleciones o adiciones.
“Variacion de secuencia” también se refiere a dichas moléculas derivadas de alérgenos de la tabla anterior, en las
que se afiaden al menos 1, preferiblemente al menos 2, méas preferiblemente al menos 3, incluso mas
preferiblemente al menos 4 (5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20) residuos de aminodacido al extremo C y/o N-terminal.

Se indica que el alérgeno del clon 30 es un alérgeno derivado del acaro del polvo doméstico, Dermatophagoides
pteronyssinus, y consiste en la siguiente secuencia: MANDNDDDPTTTVHPTTTEQP-
DDKFECPSRFGYFADPKDPHKFYICSNWEAVHKDCPGNTRWNEDEETCT (SEQ ID NO. 140; véase también AT A
733/2006).

Segun la presente invencion también quedan abarcados péptidos que son idénticos en al menos el 80%,
preferiblemente idénticos en el 90%, a las secuencias de amino dadas a conocer anteriormente.

La proteina hipoalergénica fusionada segun la presente invencion puede codificarse por una molécula de acido
nucleico.

La molécula de acido nucleico puede estar comprendida en un vector.
Dicho vector es preferiblemente un vector de expresion.

El vector que alberga la molécula de acido nucleico puede usarse con fines de clonacion o para la produccién de
vectores de expresién. Dicho vector puede ser un plasmido, césmido, virus, bacteriéfago o cualquier otro vector
usado cominmente en ingenieria genética, y puede incluir, ademas de la molécula de acido nucleico de la
invencion, elementos eucariotas o procariotas para el control de la expresion, tales como secuencias reguladoras
para el inicio y la terminacion de la transcripciéon y/o traduccién, potenciadores, promotores, secuencias sefal y
similares.

El vector puede ser un vector bacteriano, fungico, de insecto, viral o de mamifero.

El vector puede emplearse preferiblemente con fines de clonacion y expresiéon en diversos huéspedes. Por tanto,
dicho vector comprende, ademas de un acido nucleico que codifica para una molécula hipoalergénica o proteina de
fusién segun la presente invencién, secuencias reguladoras especificas del huésped.

La molécula de acido nucleico o el vector pueden estar comprendidos en un huésped.

La molécula de acido nucleico y el vector pueden introducirse en un huésped adecuado. Dicha molécula puede
incorporarse en el genoma del huésped. El vector puede existir de manera extracromosémica en el citoplasma o
incorporarse en el cromosoma del huésped.

La proteina hipoalergénica segun la presente invencién puede estar comprendida en una formulacién de vacuna.

La formulaciéon de vacuna puede formularse tal como se conoce en la técnica y adaptarse necesariamente al modo
de administracion de dicha formulacién de vacuna.

Los modos de administracion preferidos de la formulacion de vacuna incluyen todos los regimenes de administracion
convencionales descritos y sugeridos para la vacunacién en general e inmunoterapia para la alergia especificamente
(por via oral, transdérmica, intravenosa, intranasal, a través de la mucosa, por via rectal, etc.). Sin embargo, se
prefiere particularmente administrar las moléculas y proteinas segun la presente invencién por via subcutanea o
intramuscular.

La formulacion de vacuna puede comprender sélo una proteina de capside viral o fragmentos de la misma de un
miembro del género de rinovirus

Preferiblemente, dicha formulacién comprende ademéas al menos un adyuvante, excipiente y/o conservante
farmacéutico aceptable.
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Con el fin de aumentar la inmunogenicidad de las moléculas hipoalergénicas segun la presente invencién, pueden
usarse adyuvantes, por ejemplo, en un medicamento. Un adyuvante es un agente auxiliar que, cuando se administra
junto, o en paralelo, con un antigeno, aumenta su inmunogenicidad y/o influye sobre la calidad de la respuesta
inmunitaria. Por tanto, el adyuvante puede influir considerablemente, por ejemplo, sobre el grado de respuesta
inmunitaria humoral o celular. Adyuvantes habituales son, por ejemplo, compuestos de aluminio, compuestos que
contienen lipidos o micobacterias inactivadas.

Generalmente, los adyuvantes pueden ser de diferentes formas, siempre que sean adecuados para su
administracion a seres humanos. Ejemplos adicionales de tales adyuvantes son emulsiones en aceite de origen
mineral o vegetal, compuestos minerales tales como hidroxido o fosfato de aluminio, o fosfato de calcio, productos
bacterianos y derivados, tales como P40 (derivado de la pared celular de Corynebacterium granulosum),
monofosforil lipido A (MPL, derivado de LPS) y derivados de péptido de muramilo y conjugados de los mismos
(derivados de componentes de micobacteria), alumbre, adyuvante incompleto de Freund, Liposyn, saponina,
escualeno, etc. (véase, por ejemplo, Gupta R. K. et al. (Vaccine 11:293-306 (1993)) y Johnson A. G. (Clin. Microbiol.
Rev. 7:277-289).

La formulacién puede comprender de 10 ng a 1 g, preferiblemente de 100 ng a 10 mg, especialmente de 0,5 ug a
200 pg de dicha molécula hipoalergénica.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de una proteina hipoalergénica segun la presente invencion
para fabricar un medicamento para el tratamiento o la prevencion de una alergia en un ser humano o animal.

Preferiblemente, dicho medicamento comprende ademas al menos un adyuvante, excipiente y/o conservante
aceptable farmacéutico.

El medicamento puede usarse para inmunizacién activa (administracion de la proteina hipoalergénica y/o moléculas
de la invencion) asi como pasiva (anticuerpos dirigidos contra la proteina hipoalergénica y/o moléculas de la
invencion).

Dicho medicamento puede comprender de 10 ng a 1 g, preferiblemente de 100 ng a 10 mg, especialmente de 0,5 ug
a 200 pg de dicha molécula hipoalergénica, molécula de acido nucleico, vector, huésped o anticuerpo.

El medicamento se administra preferiblemente a un individuo en cantidad de 0,01 mg/kg de peso corporal a 5 mg/kg
de peso corporal, preferiblemente de 0,1 mg/kg de peso corporal a 2 mg/kg de peso corporal.

La pauta posoldgica particular, es decir, la dosis, el momento y la repeticién, dependera del individuo particular y de
la historia clinica de ese individuo. Consideraciones empiricas, tales como la semivida, contribuiran generalmente a
la determinacion de la dosificacion. La frecuencia de administracion puede determinarse y ajustarse a lo largo del
transcurso de la terapia.

El individuo al que se le administra el medicamento segun la presente invencion es preferiblemente un individuo o
animal que corre el riesgo de convertirse en alérgico.

Los sujetos que tienen o que corren el riesgo de tener un estado, trastorno o enfermedad alérgico incluyen sujetos
con un estado alérgico existente o una predisposicién conocida o sospecha de predisposicion a desarrollar un
sintoma asociado con, o provocado por, un estado alérgico. Por tanto, el sujeto puede tener un estado, trastorno o
enfermedad alérgico cronico activo, un episodio alérgico agudo o un estado, trastorno o enfermedad alérgico latente.
Determinados estados alérgicos estan asociados con factores medioambientales estacionales o geograficos. Por
tanto, los sujetos en riesgo incluyen aquellos en riesgo de padecer un estado basandose en una historia familiar o
personal previa, y la estacion o la ubicacion fisica, pero en los que el estado o un sintoma asociado con el estado
pueden no manifestarse por si mismos en ese momento en el sujeto.

La administracion del medicamento segun la presente invencién, que comprende al menos una molécula
hipoalergénica tal como se describe en el presente documento, a un individuo puede impedir la sensibilizacion de
dicho individuo o puede inducir una respuesta inmunitaria apropiada frente a alérgenos. Si el medicamento de la
presente invencion se usa para impedir la sensibilizacién, debe administrarse a un individuo antes del primer
contacto con dicho alérgeno. Por tanto, se prefiere administrar el medicamento segun la presente invencion a
neonatos y nifios. Resulté que la administracién del medicamento segun la presente invenciéon a individuos
embarazados inducira la formacién de anticuerpos dirigidos contra alérgenos en el nifio no nacido. Es especialmente
beneficioso usar moléculas hipoalergénicas segun la presente invencion para tales terapias, dado que debido a la
falta de epitopos de células T pueden reducirse significativamente o incluso evitarse completamente los efectos
secundarios que se producen en el transcurso de la inmunoterapia con alérgenos.

La proteina hipoalergénica segun la presente invencidon puede usarse para el diagnéstico de una alergia y/o una
infeccion viral en un individuo.
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Puede usarse una proteina de cépside viral de un virus de la familia de picornavirus como portador en
medicamentos 0 vacunas o para el diagndstico de una infeccion viral, en particular el resfriado comun.

Como alternativa valiosa a la proteina portadora KLH ampliamente extendida, pueden usarse proteinas de capside
viral de virus de la familia de picornavirus. El portador puede conjugarse quimicamente o fusionarse con técnicas
recombinantes con péptidos, proteinas y polipéptidos u otros antigenos. Ademas, la proteina de cépside viral puede
usarse para detectar, por ejemplo, anticuerpos dirigidos contra dicha proteina de capside en el suero de un
individuo.

Una de las ventajas de un portador de este tipo es que no s6lo puede exponerse el antigeno fusionado o conjugado
con el mismo al sistema inmunitario, sino que ademas se induce una respuesta inmunitaria frente a la proteina de
capside de un rinovirus. Por consiguiente, tal vacunacion conduce a la prevencion y/o al tratamiento de
enfermedades provocadas rinovirus. El virus es preferiblemente de la especie de rinovirus humanos, en particular
rinovirus humano 89y 14.

Una molécula hipoalergénica derivada de Phl p 5 (Genbank n.? X7435) puede tener un truncamiento C-terminal y/o
N-terminal y carecer sustancialmente de capacidad de union a IgE.

El polen de gramineas es una de las fuentes estacionales de exterior mas potentes de alérgenos aéreos
responsables de fiebre del heno y asma alérgica.

Mas del 40% de los individuos alérgicos presentan reactividad de IgE con alérgenos del polen de gramineas, que se
dividen en mas de 11 grupos. Mas del 80% de los pacientes alérgicos al polen de gramineas reaccionan con
alérgenos del grupo 5.

Los alérgenos del grupo 5 son proteinas altamente homologas, no glicosiladas, con un intervalo de peso molecular
de desde 25-33 kD. Varios alérgenos del grupo 5 se han clonado y/o caracterizado inmunolégicamente.

El intento de reducir la actividad alergénica introduciendo mutaciones puntuales, mutaciones de varios aminoacidos
en fila o deleciones no mostrd ningun efecto (Schramm G, et al. J Immunol 1999; 162: 2406-1435). Ya se han
descrito las regiones de unién a IgE de Phl p 5 (Flicker S, et al. J Immunol 2000; 165: 3849-3859) y se ha resuelto la
estructura tridimensional (Maglio O, et al. 2002. Protein Eng. 15:635-642).

Resulté que en particular los péptidos de Phl p 5 segun la presente invencién, que estan truncados en el extremo C-
terminal y/o N-terminal y carecen capacidad de unién a IgE, pueden emplearse para la vacunaciéon activa de
individuos.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion la molécula truncada carece de epitopos de células T.

Tal como ya se explico de manera resumida anteriormente, pueden reducirse significativamente o incluso evitarse
los efectos secundarios tardios de la inmunoterapia con alérgenos si las moléculas hipoalergénicas carecen
sustancialmente de epitopos de células T.

Moléculas de Phl p 5 truncadas que carecen de epitopos de células T estdn compuestas por los aminoacidos 93 a
128,98 a 128, 26 a 53, 26 a 58 6 252 a 283 de Phl p 5 o fragmentos o variaciones de secuencia de los mismos.

En particular estas moléculas truncadas no muestran sustancialmente ningn epitopo de células T y, no obstante,
pueden provocar una respuesta inmunitaria apropiada dirigida contra el alérgeno de tipo natural.

Phl p 5 truncado hipoalergénico puede estar compuesto por los aminoacidos 132 a 162, 217 a 246 6 176 a 212 de
Phl p 5 o variaciones de secuencia de los mismos.

Estas moléculas hipoalergénicas comprenden uno o mas epitopos de células T pero carecen de capacidad de union
a IgE.

Una molécula hipoalergénica derivada de Fel d 1 (Genbank n.? X62477 y X62478) puede tener un truncamiento C-
terminal y/o N-terminal y carecer de capacidad de union a IgE.

Las alergias a animales afectan a hasta el 40% de los pacientes alérgicos. En el entorno doméstico, las alergias a
las mascotas mas populares, gatos y perros, son particularmente prevalentes y estan relacionadas con sintomas
permanentes. Los alérgenos de animales estan presentes en caspa, epitelio, saliva, suero u orina. La exposicién a
los alérgenos puede producirse o bien mediante contacto directo con la piel o bien mediante inhalacion de particulas
que portan los alérgenos. Se mostré que los alérgenos de gato y perro principales estaban ampliamente presentes y
podian incluso detectarse en hogares que no tenian mascotas y en lugares publicos, por ejemplo, escuelas. Esto
puede atribuirse al alto y creciente niumero de hogares que tienen mascotas en los paises industrializados
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(aproximadamente el 50%) y a la alta estabilidad de los alérgenos, que se transportan y se distribuyen.

Se identificd Fel d 1 como el alérgeno de gato principal, que se reconoce por mas del 90% de los pacientes alérgicos
a los gatos. Fel d 1 representa una glicoproteina acida de 38 kDa de funcion biolégica desconocida. Consiste en dos
heterodimeros idénticos unidos de manera no covalente, que, de nuevo, estan compuestos por dos cadenas
polipeptidicas unidas de manera antiparalela mediante tres enlaces disulfuro. La cadena 1y la cadena 2 se codifican
en diferentes genes, consistiendo cada uno en 3 exones. Se ha generado en E. coli Fel d 1 recombinante (rFel d 1),
expresado como una proteina de fusion de cadena 2 con cadena 1. Este Fel d 1 recombinante puede imitar
completamente las propiedades inmunolégicas del alérgeno de tipo natural.

Péptidos derivados del alérgeno de gato principal Fel d 1 y que carecen de capacidad de uni6on a IgE son
adecuados, por ejemplo, para la inmunoterapia y la vacunacién profilactica contra alergias. Estos péptidos pueden
estar comprendidos en un polipéptido mas grande o acoplados a una proteina portadora adecuada tal como
hemocianina de lapa californiana (KLH). Los péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 (como los péptidos derivados
de alérgenos y Phl p 5 dados a conocer en el presente documento) pueden inducir una respuesta de IgG, es decir, la
produccion de los denominados “anticuerpos bloqueantes” o “anticuerpos protectores”. Estos anticuerpos impiden la
unién de IgE al alérgeno Fel d 1. Por tanto, puede lograrse una reduccion significativa de los sintomas alérgicos.

Segun una realizacién preferida de la presente invencion la molécula truncada muestra reactividad frente a células T
reducida.

Con el fin de evitar o reducir significativamente los efectos secundarios tardios, la molécula hipoalergénica derivada
de Fel d 1 muestra reactividad frente a células T reducida tal como se define en la presente invencién.

Fel d 1 truncado esta compuesto preferiblemente por los aminoacidos 1 a 34 6 35 a 70 de la cadena 1 de Fel d 1, los
aminoécidos 1 a 34, 35 a 63 6 64 a 92 de la cadena 2 de Fel d 1 o variaciones de secuencia de los mismos.

Las moléculas hipoalergénicas pueden estar compuestas por, o0 comprender, los aminoacidos 1 a 33, 21 a 51,42 a
73,62 a 103 6 98 a 129 de Der p 2, los aminodacidos 1 a 30, 20 a 50, 50 a 80, 90 a 125, 125 a 155 6 165 a 198 de
Der p 7, los aminoédcidos 1 a 35, 35 a 72, 70 a 100 6 90 a 122 de Der p 21, los aminodcidos 1 a2 32, 15a48 6 32 a
70 del clon 30, los aminoacidos 19 a 58, 59 a 95, 91 a 120 6 121 a 157 de Alt a 1, los aminoacidos 31 a 60, 45 a 80,
60 a 96 6 97 a 133 de Par j 2, los amino&cidos 1 a 40, 36 a 66, 63 a 99, 86 a 120 6 107 a 145 de Ole e 1, los
aminodcidos 25 a 58, 99 a 133, 154 a 183, 277 a 307, 334 a 363, 373 a 402, 544 a 573, 579 a 608, 58 a 99, 125 a
165, 183 a 224, 224 a 261, 252 a 289, 303 a 340, 416 a 457, 460 a 500 6 501 a 542 de Fel d 2, los aminoacidos 19 a
58,52 a91,82a 119, 106 a 144 6 139 a 180 de Can f 2, los aminoacidos 19 a 56, 51 a 90, 78 a 118, 106 a 145 6
135-174 de Can f 1, los aminoacidos 27 a 70, 70 a 100 6 92 a 132 de Art v 1, los aminodacidos 31 a 70, 80 a 120, 125
a 155, 160 a 200, 225 a 263, 264 a 300, 305 a 350 6 356 a 396 de Amb a 1, los aminoacidos 1 a 34,35a 74,74 a
115,125 a 165, 174 a 213, 241 a 280, 294 a 333, 361 a 400 6 401 a 438 de Alt a 6, los aminoacidos 1 a 40, 41 a 80,
81 a 120, 121 a 160 de Alt a 2 o fragmentos o variaciones de secuencia de los mismos.

La proteina de fusion hipoalergénica puede comprender al menos dos moléculas hipoalergénicas segun la presente
invencion que muestran capacidad de unién a IgE reducida y que muestran opcionalmente reactividad frente a
células T reducida.

Las moléculas hipoalergénicas de la presente invencion que se derivan de un alérgeno y carecen de capacidad de
unién a IgE pueden fusionarse de manera recombinante o conjugarse quimicamente entre si. Como componentes
individuales (fragmentos de alérgenos) de la proteina/polipéptido de fusion, dicha proteina/polipéptido de fusion
también carece de capacidad de union a IgE.

La proteina de fusiéon segun la presente invencion puede comprender al menos dos, preferiblemente al menos tres,
mas preferiblemente al menos cuatro, incluso mas preferiblemente al menos cinco, moléculas hipoalergénicas segun
la presente invencién. Evidentemente, también es posible fusionar las moléculas hipoalergénicas con otros péptidos,
polipéptidos y proteinas no derivados de alérgenos. Estos péptidos, polipéptidos y proteinas, cuando se administran
a un individuo, también pueden inducir una reaccion inmunolégica o pueden actuar como portador o mostrar
actividades enzimaticas. Las moléculas hipoalergénicas en la proteina de fusion segun la presente invenciéon pueden
acoplarse directamente entre si 0 a través de un grupo de unién que esta compuesto preferiblemente por residuos
de amino&cido.

En la técnica se conocen bien métodos para la produccion de proteinas de fusion y pueden encontrarse en
referencias de biologia molecular convencionales tales como Sambrook et al. (Molecular Cloning, 22 ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989) y Ausubel et al. (Short Protocols in Molecular Biology, 32 ed; Wiley and Sons, 1995).
En general, una proteina de fusion se produce construyendo en primer lugar un gen de fusién que se inserta en un
vector de expresién adecuado que se usa, a su vez, para transfectar una célula huésped adecuada. En general, se
producen constructos de fusiéon recombinantes mediante una serie de digestiones con enzimas de restriccion y
reacciones de ligamiento que dan como resultado que se incorporen las secuencias deseadas en un plasmido. Si no
hay sitios de restriccion adecuados disponibles, pueden usarse grupos de union o adaptadores oligonucleotidicos
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sintéticos tal como conocen los expertos en la técnica y tal como se describe en las referencias citadas
anteriormente. Las secuencias de polinucleétido que codifican para alérgenos y proteinas nativas pueden
ensamblarse antes de la insercién en un vector adecuado o la secuencia que codifica para el alérgeno puede
insertarse adyacente a una secuencia que codifica para una secuencia nativa ya presente en un vector. La insercion
de la secuencia dentro del vector debe ser en marco de modo que la secuencia pueda transcribirse para dar una
proteina. Resultara evidente para los expertos habituales en la técnica que las enzimas de restriccién, los grupos de
unién y/o los adaptadores precisos requeridos asi como las condiciones de reaccion precisas variaran con las
secuencias y los vectores de clonacion usados. Sin embargo, el ensamblaje de constructos de ADN es rutinario en
la técnica y puede lograrlo facilmente un experto en la técnica.

Las moléculas pueden fusionarse entre si en un orden diferente del orden de los fragmentos en el alérgeno de tipo
natural si las al menos dos moléculas se derivan del mismo alérgeno.

La proteina de fusién segun la presente invencién puede comprender al menos dos moléculas hipoalergénicas que
se derivan del mismo alérgeno de tipo natural. En tal caso, las moléculas individuales (fragmentos de alérgenos) se
fusionan entre si en un orden que difiere del orden en el alérgeno de tipo natural. Tal enfoque impide la reformacion
de posibles sitios de union a IgE/epitopos en la proteina de fusidn hipoalergénica.

La molécula hipoalergénica y proteina de fusion segun la presente invencién pueden usarse para la vacunacion de
un individuo. Esta vacunacién puede reducir o impedir la respuesta alérgica provocada por un alérgeno de tipo
natural.

Segun una realizacion preferida de la presente invencién, dicho medicamento comprende ademas al menos un
adyuvante, excipiente y/o conservante aceptable farmacéutico.

El medicamento segun la presente invencion comprende preferiblemente de 10 ng a 1 g, preferiblemente de 100 ng
a 10 mg, especialmente de 0,5 pug a 200 pg de dicha molécula inmunogénica, molécula de acido nucleico, vector,
huésped o anticuerpo.

Segun otra realizacion preferida de la presente invencion, el medicamento se administra a un individuo en la
cantidad de 0,01 mg/kg de peso corporal a 5 mg/kg de peso corporal, preferiblemente de 0,1 mg/kg de peso corporal
a 2 mg/kg de peso corporal.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion dicho individuo corre riesgo de padecer una alergia.

La molécula hipoalergénica o proteina de fusion segun la presente invenciéon puede usarse para el diagnéstico de
una alergia o la monitorizacién del progreso de una terapia para alergia en un individuo.

La molécula hipoalergénica o proteina de fusiébn segin la presente invencion puede usarse no solo en
medicamentos sino que también puede emplearse de manera adecuada con diversos fines de diagnostico. Por
ejemplo, estas moléculas y proteinas de fusién pueden usarse para diagnosticar una alergia exponiendo, por
ejemplo, una muestra de un individuo que comprende células que liberan histamina a dicho polipéptido (véase, por
ejemplo, Purohit et al., Clin. Exp. Allergy 35 (2005): 186-192). Ademas, estas moléculas, proteinas de fusion y
anticuerpos pueden inmovilizarse sobre una superficie con el fin de formar una matriz de polipéptido/chip. Tales
matrices pueden usarse, por ejemplo, en la seleccién de alto rendimiento con el fin de diagnosticar una alergia en
varias muestras tomadas de varios individuos.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos, sin embargo, sin
limitarse a los mismos.

La figura 1A muestra una vista general esquematica del vector p89VP1.

La figura 1B muestra la secuencia de ADN del sitio de clonacion mdltiple del vector pET-17b y el gen que codifica
para 89VP1.

La figura 1C muestra la representacién esquematica de tres posibilidades para crear fusiones de acido nucleico.

La figura 2 muestra un gel del 12% de SDS-PAGE tefido con azul de Coomassie que contiene proteina 89VP1
marcada con cola de his purificada (carril 1: 5 ug de marcador molecular; carril 2-5: 10 ul de muestras de elucién de
89VP1).

La figura 3 muestra el reconocimiento por IgG de 14VP1: inmunotransferencia de 14VP1 y controles. Los puntos se
visualizan mediante autorradiografia (carril 1-6: incubacién con antisuero de conejo anti-14VP1 diluido a 1:500-
1:16000; carril 7-12: incubacion con suero preinmunitario diluido a 1:500-1:16000).

La figura 4 muestra la respuesta de IgG1 especifica de 89VP1 en ratones. Se inmunizaron grupos de ratones con
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diferentes antigenos tal como se indica encima de cada recuadro. Se midieron los titulos de IgG1 especifica de
89VP1 mediante ELISA y se expresan como valores de DO en el gje Y. Los resultados se muestran como graficos
de recuadros, en los que el 50% de los valores estan dentro de los recuadros y los valores que no son aberrantes
entre las barras. La linea dentro de los recuadros indica la mediana de los valores.

La figura 5 muestra la respuesta de IgG1 especifica de Phl p 1 en ratones. Se inmunizaron grupos de ratones con
diferentes antigenos tal como se indica encima de cada recuadro. Se midieron los titulos de IgG1 especifica de rPhl
p 1 mediante ELISA y se expresan como valor 6ptico (DO 405 nm) en el eje Y. El valor 6ptico corresponde al nivel
de anticuerpo IgG1 en los sueros de raton. Los resultados se muestran como graficos de recuadros en los que el
50% de los valores estan dentro de los recuadros y los valores que no son aberrantes entre las barras. La linea
dentro de los recuadros indica la mediana de los valores.

La figura 6 muestra la respuesta de IgG1 especifica de extracto de polen de hierba timotea en ratones inmunizados.
Se inmunizaron grupos de ratones con diferentes antigenos tal como se indica encima de cada recuadro. Se
midieron los titulos de IgG1 especifica de extracto de polen de hierba timotea mediante ELISA y se expresan como
valor 6ptico (DO 405 nm) en el eje Y. El valor 6ptico corresponde al nivel de anticuerpo IgG1 en los sueros de raton.
Los resultados se muestran como graficos de recuadros, en los que el 50% de los valores estan dentro de los
recuadros y los valores que no son aberrantes entre las barras. La linea dentro de los recuadros indica la mediana
de los valores.

La figura 7 muestra la media del % de inhibicion de la unién de IgG del paciente a rPhl p 1 mediante preincubacion
con antisueros contra rPhl p 1, r89P5 y KLHP5 de los 19 pacientes. El % de inhibicion se muestra en el eje Y. Los
resultados se muestran como barras.

La figura 8 muestra la proliferacion de células del bazo de ratones inmunizados. Se estimularon células T de ratones
inmunizados con diferentes antigenos tal como se indica encima de cada recuadro con péptido 5, 89VP1(89) y KLH.
Se us6 el medio como referencia. En el eje Y se muestra el indice de estimulacién. Los resultados se presentan en
barras.

La figura 9 muestra la respuesta de IgG1, 1gG2, IgG4 e IgA frente a 14VP1, 89VP1 y rPhl p 1 detectada en sueros
humanos mediante medicién por ELISA. Se sometieron a prueba los sueros de 10 pacientes para detectar cuatro
anticuerpos especificos para 89VP1, 14VP1 y rPhl p 1 tal como se indica encima de cada recuadro. Los sueros
tomados en otofio e invierno se muestran en la parte izquierda y derecha de cada “par de barras”, respectivamente.
Se midieron los titulos mediante ELISA y se expresan como valor 6ptico (DO 405 nm) en el eje Y. El valor éptico
corresponde al nivel de anticuerpo en los sueros humanos. Los resultados se muestran como gréaficos de recuadros,
en los que el 50% de los valores estan dentro de los recuadros y los valores que no son aberrantes entre las barras.
La linea dentro de los recuadros indica la mediana de los valores.

La figura 10 muestra la deteccién de anticuerpos anti-89VP1 y anti-rPhl p 1 en sueros de pacientes alérgicos. Se
sometieron a prueba sueros de 5 pacientes alérgicos a Phl p 1 para detectar siete anticuerpos especificos para
89VP1 (barra izquierda de cada par) y rPhl p 1 (barra derecha de cada par). Se midieron los titulos mediante ELISA
y se expresan como valor 6ptico (DO 405 nm) en el eje Y. El valor éptico corresponde al nivel de anticuerpo en los
sueros humanos. Los resultados se muestran como gréaficos de recuadros, en los que el 50% de los valores estan
dentro de los recuadros y los valores que no son aberrantes entre las barras. La linea dentro de los recuadros indica
la mediana de los valores.

La figura 11 muestra IgG anti-14VP1 que se une a extracto de proteina HRV14 y 14VP1 purificado (carril 1y 4: 5 ug
de marcador; carril 2 y 4: extracto de virus; carril 2 y 5: 5 ug de 14VP1). Se incubaron las transferencias A y B con
suero inmunitario anti-14VP1 y suero preinmunitario, respectivamente. Se detecté IgG unida mediante
inmunotransferencia de tipo Western y se visualizé6 mediante autorradiografia.

La figura 12 muestra la neutralizacién de HRV14 (carril A (control celular): células tras la preincubacién de HRV14
con una dilucién de suero inmunitario anti-14VP1 de 1:10%-1:108 (filas A1-A6); carril B: células tras la preincubacion
de HRV14 con una dilucién de suero inmunitario de 1:10%-1:10° (filas B1-B6); carril C: células tras la incubacion con
HR-V14 a 10 TCD50-10° TCD50 (filas C1- C6); D5: células tras la incubacion con suero preinmunitario; D6: células
tras la incubacion con suero inmunitario). Se sembraron las células en todos los pocillos y se colorearon con cristal
violeta tras tres dias.

La figura 13 muestra la reactividad de IgG de antisueros anti-péptido con el alérgeno Phl p 5 completo. Se muestran
las reactividades de IgG (valores de DO) a Phl p 5 para 3 muestras de suero (muestra de sangre 1: suero
preinmunitario; muestras de sangre 2-3: muestras de suero recogidas a intervalos mensuales) obtenidas de 6
conejos, cada uno de los cuales se inmunizé con uno de los péptidos conjugados con KLH.

La figura 14 muestra la actividad alergénica de rPhl p 5, y la mezcla de péptidos tal como se detecta mediante

expresion de CD203c. Se incubaron muestras de sangre heparinizadas de tres pacientes alérgicos a Phl p 5 con
diluciones en serie de desde 10 hasta 10 pg/ml de alérgeno recombinante, una mezcla equimolar de péptidos
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derivados de Phl p 5, anticuerpo anti-IgE o tamp6n de control (co, eje x). Entonces se tifieron las células con AcM
CD203c y se analizaron para detectar la expresion de CD203c en un instrumento FACScan. El indice de
estimulacién (IE) se presenta en el eje y.

La figura 15 muestra la identificacién de péptidos derivados de Phl p 5 que inducen bajas respuestas
linfoproliferativas. Se estimularon CMSP de pacientes alérgicos al polen de hierba timotea con diferentes
concentraciones de péptidos y, con fines de control, con interleucina 2 (eje x). Los indices de estimulacién (IE) se
indican en el gje y.

La figura 16 muestra péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 que inducen respuestas inmunitarias de IgG especifica
de Fel d 1 en conejos. Se inmunizaron seis conejos con los péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 conjugados con
KLH o rFel d 1 no conjugado y se extrajeron 3-4 muestras de sangre a intervalos mensuales. Las reactividades de
IgG de los sueros preinmunitarios y los antisueros frente a rFel d 1 unido a placas de ELISA se muestran como
densidades 6pticas (valores de D.O., eje y).

La figura 17 muestra la baja actividad alergénica de péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 tal como se determina
mediante expresion de CD63 y CD203c en basdfilos de pacientes alérgicos. Se incubaron CMSP de 5 pacientes
alérgicos a gatos con diluciones en serie de Fel d 1 (recuadros negros) o una mezcla de péptidos sintéticos
derivados de Fel d 1 (recuadros blancos) (eje x). Para el paciente RR también se analizaron con sonda las CMSP
con diluciones en serie de péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 como componentes individuales. Se midi6 la
induccion de la expresion de marcadores de superficie CD203c y CD63 como intensidades de fluorescencia media, y
los indices de estimulacién calculados se muestran en el eje y.

La figura 18 muestra que un tratamiento con péptidos derivados de Bet v 1 acoplados a KLH reduce las respuestas
linfoproliferativas frente a rBet v 1 en ratones sensibilizados. Se midié la proliferacion de células T en cultivos de
célula del bazo tras la estimulacién in vitro con el alérgeno de polen de abedul recombinante Bet v 1 (barras
blancas), KLH (barras negras) o la mezcla de péptidos (barras grises). Las barras representan los indices de
estimulacién medios (IE + DE) para los diferentes grupos de ratones.

La figura 19 muestra la vacunacion profilactica con péptidos derivados de Bet v 1 acoplados a KLH de ratones sin
tratamiento previo, lo que reduce las respuestas linfoproliferativas frente a rBet v 1 tras la sensibilizacion.

La figura 20 muestra que la vacunacién profilactica con péptidos derivados de Bet v 1 acoplados a KLH de ratones
sin tratamiento previo induce una respuesta de IgG especifica de Bet v 1 y sensibiliza para la induccién de
respuestas de IgG especifica de alérgeno mediante el alérgeno completo. Se midieron las respuestas de IgG
(valores de DO: eje y) frente a Bet v 1 en los cuatro grupos de tratamiento en diferentes puntos de tiempo (eje x).

La figura 21 muestra una comparacion de la reactividad frente a IgE: Se determind la capacidad de unién a IgE de
péptidos derivados de Phl p 5 (1, 2) y variantes (1a, 2b) en ensayos de transferencia puntual aplicando 0,2 og/punto
usando sueros de 7 pacientes alérgicos al polen de gramineas (p1-p7) y el suero de un individuo no atépico (NHS).
Se usé rPhl p 5 como control positivo y HSA como control negativo. Se detect6 IgE unida con anticuerpo anti-IgE
humana marcado con '%°l.

La figura 22 muestra las respuestas linfoproliferativas de péptidos derivados de Phl p 5 (1, 2) y variantes (1a, 2b). Se
estimularon CMSP de pacientes alérgicos al polen de gramineas con diferentes concentraciones de péptidos y, con

fines de control, con concentraciones equimolares de rPhl p 5. Los indices de estimulacién (IE) se indican en el eje
y.

La figura 23 muestra la proteccion cruzada de anticuerpos anti-VP1.
Ejemplos:

Ejemplo 1: Construccion de vector p89VP1

Se prepararon muestras de disolucion madre de virus para RT-PCR mediante adicién de 1 ul de inhibidor de
ARNasa (Boehringer GmbH, Alemania) hasta una concentracion final de 0,01 U/ul tras la extraccion de ARN de
sobrenadantes de cultivo celular mediante el kit de ARN viral QlAamp (Qiagen, Alemania).

Se construy6 plasmido p89VP1 (figura 1A) sustituyendo el fragmento de Ndel/EcoRI del sitio de clonacién multiple
de pET-17b por la secuencia de ADNc que codifica para la proteina VP1 de la cepa de rinovirus humano 89
(89VP1). Se usaron los sitios de restriccion Ndel y EcoRI (en pET-17b) para la insercién de 89VP1 unido a
Asel/EcoRI con ATG en el extremo 5’, seis histidinas seguidas por el codon de terminacion TGA en el extremo 3’
(figura 1B).

Se confirmo la insercion de 89VP1 en pET-17b mediante secuenciacién de nucleétidos.
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Tras la fusion de Ndel/Asel, en lugar del sitio Ndel se cre6 CATAAT y no pudo cortarse con ninguna enzima
disponible. Por tanto, se muté el sitio para dar CTTAAG, el sitio de restriccion de Afl Il. Para insertar un fragmento de
alérgeno adicional, se mut6 la secuencia ACCGTT en el extremo 3’ para dar ACCGGT, el sitio de restriccion de
Agel. Las secuencias de aminoacidos se presentan debajo de las secuencias de nucleétidos de 89VP1. Los sitios de
restriccion se muestran subrayados en la figura 1B.

Dichos sitios de restriccion Afl Il y Agel se crearon con el kit de mutagénesis de sitio Quickchange (Stratagene).

Por tanto, pueden insertarse ADNc para fragmentos génicos para una facil purificacion en los sitios de restriccion
restantes o bien en el extremo 5’ (usando Afl Il) o bien en el extremo 3’ (usando Agel) de 89VP1 o bien en ambos
sitios tal como se indica en la figura 1C. Por tanto, se expresaran fragmentos de alérgenos recombinantes en el
extremo N-terminal y/o el extremo C-terminal de 89VP1.

Tabla I: Cebadores de clonacién y mutagénesis (de 5’ a 3')

Clonacion de 89VP1 SEQ ID NO.

89VP1 directo CGGAATTCATTAATATGAACCCAGTTGAARAAT - 1
TATATAGATAGTGTATTA

89VP1 inverso CGATTAATTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTG- 2
GACGTTTGTAACGGTAA

Mutagénesis

Afl Il directo CTTTAAGAAGGAGATATACTTAAGATGAAC- 3
CCAGTTG

Afl Il inverso CAACTGGGTTCATCTTAAGTATATCTCCTITCT- 4
TARAG

Agel directo CCTGATGTTTTTACCGGTACAAACGTCCACCAC 5

Agel inverso GTGGTGGACGTTTGTACCGGTAAAAACATCAGG 6

Ejemplo 2: Clonacidn de un constructo que expresa una proteina de fusion de 89VP1-fragmento de alérgeno

Se mostrd a modo de ejemplo el enfoque descrito anteriormente para un fragmento de alérgeno Phl p 1 C-terminal,
concretamente el péptido 5 (CVRYTTEGGTK-TEAEDVIPEGWKADTAYESK; M. Focke et al. FASEB J (2001)
15:2042-4). Se amplificé la secuencia de ADN del péptido 5 mediante PCR usando el ADNc de Phl p 1 (GenBank:
X78813) como molde (cebadores: Phl p 1 directo 5-CGCGCTTAAGATGGTCCGCTACACCACCGAGGGC-3 (SEQ
ID NO. 7); Phl p 1 inverso 5-CGCGCTTAAGCTTGGACTCGTAGGCGGTGTCGGC-3' (SEQ ID NO. 8)). Se inserto el
producto de PCR en el sitio de restriccion Afl Il del vector p89VP1, y el constructo resultante se denomina vector
p89P5 y producto génico r89P5.

Ejemplo 3: Expresion y purificacion de proteina de fusion 89VP1-péptido 5 y 89VP1

Con el fin de lograr la expresién de 89VP1 o r89P5 (proteina de fusion 89VP1-péptido 5 recombinante), se
transformaron los plasmidos en BL21 (DE3) de E. coli. Se hicieron crecer las células de E. coli transformadas en
250 ml de medio LB que contenia ampicilina 100 mg/l a 37°C hasta una densidad 6ptica (600 nm) de 0,4, y se indujo
expresion de proteina mediante adicion de isopropil-beta-D-tiogalactosidasa (IPTG) hasta una concentracion final de
1 mM. Se recogieron las células de E. colitras 4 horas mediante centrifugacién a 3500 rpm a 4°C durante 10 min. Se
realizé la purificacion con el protocolo de Qiagen usando columnas y Ni-NTA de Qiagen. Se resuspendi6 el
sedimento celular en condiciones desnaturalizantes en 5 ml de clorhidrato de guanidinio 6 M durante 1 hora. Tras la
centrifugacién (20 min, 10000 x g) se incub6 el sobrenadante con 1 ml de Ni-NTA durante una hora adicional.
Entonces se carg6 la suspensién en una columna, se lavé dos veces con 5 ml de tampédn de lavado (urea 8 M pH
6,3) y después se eluyé con 4 ml de tampén de elucion (urea 8 M pH 3,5). Se logr6 la renaturalizacién tras la dialisis
con molaridad decreciente de urea.

Se analizaron la pureza y el tamafo de la proteina purificada mediante SDS-PAGE tal como se muestra en la figura
2. Las bandas de proteina se correlacionaron con el tamafo de proteina calculado de 33,6 kD. También se confirmo
la integridad de las proteinas mediante andlisis de inmunotransferencia de tipo Western, usando anticuerpo anti-cola
de histidina.

Ejemplo 4: Deteccidn de anticuerpos de conejo especificos de 14VP1 mediante inmunotransferencia

Se transfirieron en puntos 5 png de 14VP1 (proteina VP1 de la cepa de rinovirus humano 14) y controles (Bet v 1, Phl
p 5, BSA) sobre tiras de membrana de nitrocelulosa. Se expusieron estas tiras a una diluciéon de antisuero de conejo
anti-14VP1 (carril 1-6) y suero preinmunitario (carril 8-12). Se detectaron anticuerpos IgG de conejo unidos con
anticuerpo de asno anti-lgG de conejo marcado con 25 1:1000 y se visualizaron mediante autorradiografia (figura
3).
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El analisis mediante transferencia puntual de suero de conejo anti-14 VP1 muestra que 14VP1 es fuertemente
inmunogénico. Todavia se detectaron anticuerpos IgG con una dilucién de 1:16000 del antisuero en contraste con el
suero preinmunitario y los controles de Bet v 1, Phl p 5y BSA.

Ejemplo 5: Respuesta de anticuerpos especificos de 89VP1 en ratones inmunizados determinada mediante ELISA

Con el fin de determinar la inmunogenicidad de 89VP1 y su capacidad para actuar como portador para péptido 5, se
inmunizaron grupos de ratones balb/c hembra de seis semanas de edad (Charles River) con los siguientes
antigenos: KLH, péptido 5 acoplado a KLH con maleimida (KLHP5) y péptido 5 acoplado a KLH con EDC
(KLHP5edc). El acoplamiento quimico se realizé con el kit de mcKLH activada con maleimida de Imject y el de EDC
inmunogeno de Imject (Pierce). El grupo maleimida reacciona con grupos SH y el EDC reacciona con grupos
carboxilo y amino para formar enlaces estables. Se inmunizaron grupos de 4 ratones con 89VP1, r89P5 y 89P5edc,
y se inmunizaron 2 ratones so6lo con péptido 5 (5 pug de cada uno y mezclados 1:2 con hidroxido de aluminio). Se
inmunizaron los ratones por via subcutanea a intervalos de aproximadamente tres semanas y se extrajo sangre de
las venas de la cola. Se determind el nivel de anticuerpo IgG1 especifico de 89VP1 mediante ELISA.

Se recubrieron placas de ELISA (Nunc) con 89VP1 5 pg/ml. Se diluyeron los sueros de ratones anti-89VP1, anti-
r89P5 y frente a péptido 5 1:500. Se detectd IgG1 unida con anticuerpo de rata anti-IlgG1 de ratén (BD Pharmingen)
1:1000 y después con anticuerpo de cabra anti-IgG de rata acoplado a POX (Amersham Bioscience) 1:2000. El valor
optico (DO 405 nm) se presenta en el eje y y corresponde al nivel de anticuerpo IgG1 en los sueros de ratén (figura
4).

Se usaron KLHP5, KLHP5edc, KLH y péptido 5 como controles. Se detectaron anticuerpos IgG1 con un titulo
creciente durante la inmunizacién en ratones a los que se les inyectdé 89VP1 (89VP1, 89P5edc y r89P5). Los conejos
inmunizados con 89VP1, r89P5 y KLHP5 muestran el mismo resultado.

Ejemplo 6: Respuesta de anticuerpos especificos de rPhl p 1 en ratones inmunizados determinada mediante ELISA

Para evaluar si la inmunizacion con r89P5 inducird anticuerpos IgG que reaccionan con Phl p 1 completo, se usaron
el mismo método y los mismos sueros de ratones que los descritos en el ejemplo 5. Se recubrieron placas de ELISA
con rPhl p 1 5 ug/mly se determind el titulo de anticuerpo IgG1 (figura 5).

Todos los péptidos derivados de Phl p 1 ya estuvieran acoplados a KLH o 89VP1 indujeron anticuerpos IgG1
especificos de rPhl p 1 con respuestas crecientes durante inmunizaciones. Los conejos inmunizados con r89P5 y
KLHP5 muestran el mismo resultado.

Ejemplo 7: Deteccion mediante ELISA de anticuerpos IgG1 especificos de extracto de polen de hierba timotea

Se realizé la inmunizacién de ratones y andlisis mediante ELISA tal como se describié en la seccion 5. Se recubrid
extracto de polen de hierba timotea completo (100 ug/ml) sobre placas de ELISA y se determiné el titulo de
anticuerpo IgG1 (figura 6).

Tras tres inmunizaciones podian detectarse anticuerpos IgG1 especificos de extracto en ratones inmunizados con
péptido 5.

Ejemplo 8: Los anticuerpos de conejo anti-r89P5 bloquean la unién de IgE del paciente a rPhl p 1

Para determinar la capacidad de Ig de conejo inducida por péptido para inhibir la unién de anticuerpos IgE de
pacientes alérgicos a rPhl p 1, se recubrieron placas de ELISA con rPhl p 1 1 ug/ml, se lavaron y se bloquearon. Se
preincubaron las placas con anticuerpo de conejo anti-péptido diluido a 1:100 (89P5, KLHP5), un anticuerpo de
conejo anti-rPhl p 1y, con fines de control, con los sueros preinmunitarios correspondientes. Tras el lavado, se
incubaron las placas con sueros humanos de pacientes alérgicos a Phl p 1 (diluidos a 1:3) y se detect6 IgE unida
con anticuerpo de raton anti-IgE humana (Pharmingen, 1:1000) y después con anticuerpo de oveja anti-IlgG de ratén
acoplado a POX (Amersham Bioscience) a 1:2000. Se calculé el porcentaje de inhibicién de la unién a IgE logrado
mediante preincubacion con los antisueros anti-péptido de la siguiente manera: 100-DO/DOp x 100.

DO; y DOp representan las extinciones tras la preincubacién con el suero inmunitario y preinmunitario de conejo,
respectivamente. La tabla 2 muestra la capacidad de anticuerpos anti-péptido Phl p 1 para inhibir la unién de IgE de
19 pacientes alérgicos a rPhl p 1 completo. La figura 7 presenta la inhibicion media (en %) de todos los sueros
inmunitarios anti-rPhl p 1, anti-r89P5 y anti-KLHP5. Los sueros anti-péptido bloquearon la unién a IgE mucho mejor
que rPhl p 1. La capacidad para la inhibicion con 89P5 y KLHP5 es casi igual. La tabla 2 muestra la inhibicién (en %)
de los 19 pacientes.

Tabla 2: % de inhibicién de la unién de IgE de 19 pacientes a rPhl p 1 tras la incubacién con antisueros de conejo
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anti-rPhl p 1, r89P5 y anti-KLHP5

% de inhibicion
paciente rPhip 1 r89P5 KLHP5
1 32,343 68,291 68,213
2 29,373 64,915 61,509
3 10,367 59,469 66,270
4 28,087 73,906 71,330
5 13,808 49,358 45,372
6 22,597 66,259 67,331
7 5,375 26,667 18,902
8 22,478 42,612 47,979
9 5,019 39,822 56,837
10 13,756 53,878 63,047
11 26,444 58,430 57,944
12 25,795 67,243 62,458
13 41,330 75,694 79,517
14 35,543 85,714 87,012
15 45,796 84,255 75,185
16 32,641 76,508 77,412
17 26,483 63,171 47,735
18 19,229 85,750 86,642
19 31,142 62,428 71,086

Ejemplo 9: Proliferacion de células T de células del bazo de ratén tras la estimulacion con antigeno

Se inmunizaron grupos de tres ratones con KLH, KLHP5 y KLH-P5edc. Se inmunizaron grupos de 4 ratones cuatro
veces con 89VP1, r89P5 y 89P5edc, y se inmunizaron 2 ratones sélo con péptido 5 (5 ng cada uno). Se tomaron
células del bazo 10 dias tras la dltima inmunizacién y se estimularon cultivos de células individuales por triplicado en
placas de 96 pocillos con péptido 5 (P5), 89VP1, KLH, Con A y un medio como control positivo y negativo,
respectivamente. Tras cuatro dias se afadieron 0,5 uCi de [*H]timidina radiactiva a cada pocillo. Entonces se
recogieron células con un colector celular de Packard sobre placas Unifilter tras 15 horas. Se midié la radiactividad
asociada a células con un contador beta. Se calcularon los indices de estimulacion y se muestran en el eje y. El
antigeno que se us6 para la estimulacién se muestra en el eje x. Cada recuadro representa los datos del antigeno
que se us6 para la inmunizaciéon de los ratones (figura 8). Todos los valores por encima de dos cuentas son
positivos. Los ratones inmunizados con KLH y KLHP5 sélo son positivos cuando se estimulan con KLH y los ratones
con péptido 5 son completamente negativos. El grupo de KLHP5edc también es negativo, lo que se corresponde con
los resultados de ELISA. Las células de ratones inmunizados con r89P5, 89P5edc y 89VP1 soélo proliferaron tras la
estimulacién con 89VP1. El ratén de control sin tratamiento previo no muestra ninguna proliferacién en ninguno de
los casos. Estos resultados muestran que se proporcionan epitopos de células T mediante el portador 89VP1 y no
mediante el péptido 5.

Ejemplo 10: Deteccion de anticuerpos especificos de 14VP1, 89VP1 y rPhl p 1 en sueros humanos obtenidos en
otofio e invierno mediante ELISA

Se tomaron cinco sueros humanos de personas elegidas al azar en otofio y cinco en invierno. Se determiné el nivel
de anticuerpos IgG1, 1gG2, IgG4 e IgA frente a 14VP1, 89VP1 y rPhl p 1 mediante ELISA tal como se describi6 en el
ejemplo 5. Se detectaron IgG1, 1gG2, IgG4 e IgA humanas (BD Pharmingen) a 1:1000 con anticuerpo de oveja anti-
IgG de ratén acoplado a POX (Amersham Bioscience) a 1:2000. Pudo detectarse un alto titulo de IgG1 anti-14VP1 y
89VP1 de sueros tomados en otofio e invierno (figura 9). El titulo de anticuerpo IgG1 anti-rPh1 p 1 fue mucho menor.
Pudieron detectarse anticuerpos 1gG2, IgG4 e IgA en todos los casos a un nivel muy bajo. Las proteinas VP1 de las
diferentes cepas de HRV estan estrechamente relacionadas y en otros estudios se ha mostrado reactividad cruzada.

Ejemplo 11: Anticuerpos anti-89VP1 y anti-rPhl p 1 de pacientes alérgicos a Phl p 1

Se tomaron sueros de cinco pacientes alérgicos a Phl p 1 y se realiz6 un experimento de ELISA tal como se
describié en el ejemplo 5. Se recubrieron placas de ELISA con rPhl p 1 y 89VP1 y se determind el titulo de
anticuerpos IgM, IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA e IgE especificos (figura 10). Pudieron detectarse mas anticuerpos
IgG1 anti-89VP1 que anticuerpos IgG1 anti-rPhlp 1.

Ejemplo 12: Deteccion de la unién de anticuerpo anti-14VP1 al virus completo mediante andlisis por
inmunotransferencia de tipo Western

Se confirmé la unién de anticuerpo IgG de sueros del conejo al que se le inyecté 14VP1 al virus completo usando el
virus HRV14 completo (carril 2 y 5) y 5 ug de 14VP1 purificado (carril 3 y 6) como control. Se separd el extracto de
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virus mediante el 12% de SDS-Page y se transfiri6 sobre membrana de nitrocelulosa. Se sometieron a prueba
antisuero de conejo anti-14VP1 (carril 1-3) a 1:500 y suero preinmunitario (carril 4-6) a 1:500 para determinar la
unién a HRV14 y 14VP1. Se detecté IgG unida con anticuerpo de asno anti-conejo marcado con '?°l y se visualizé
mediante autorradiografia (figura 11).

La unién de antisuero frente a 14VP1 pudo detectarse al mismo tamano (33, 6 kD) que 14VP1.

Ejemplo 13: Neutralizacion de anticuerpos anti-14VP1 de rinovirus humano 14 intacto

Se determiné la dosis de cultivo tisular 50 (DCT50) de HRV14. Por tanto, se realiz6 una dilucién de virus de desde
1:10%-1:10® en MEM-Eagle con FCS al 1% y MgCl, 40 mM y se incubd en placas de 24 pocillos a 34°C en una
atmosfera de CO; al 5% humidificada junto con células HelLa Ohio durante tres dias. También se extendié un control
sin el virus.

Se visualizé el efecto citotdxico del virus con cristal violeta tras tres dias y se calcul6 la DCT50 (la dilucién en la que
el 50% de las células estan muertas).

Se incubaron diluciones de suero y virus (100DCT50) en las filas A y B a 34°C. Tras 2 horas se extendieron las
células en todos los pocillos. D5 y D6 son controles de suero. En la figura 12 se muestra el esquema experimental.
El efecto de neutralizacion de los anticuerpos se detecté tras tres dias con cristal violeta (figura 12).

Ejemplo 14: Caracteristicas de péptidos sintéticos derivados de Phlp 5

Se sintetizaron péptidos usando una estrategia de Fmoc con activacion de HBTU (ciclos a escala pequefa de
0,1 mmol) en el sintetizador de péptidos de Applied Biosystems modelo 433A tal como se describe. (Focke et al.
Faseb J (2001) 15:2042). Tras un analisis detallado del alérgeno Phl p 5 se prepararon seis péptidos derivados de
Phl p 5 que oscilaban entre 31 (P1: 3026 Dalton) y 38 (P6: 3853 Dalton) aminoacidos de longitud que eran ricos en
aminoacidos expuestos a disolvente (tabla 3).

Estos péptidos tienen puntos isoeléctricos de entre 4,32 y 8,98 y tres de ellos (péptido 3, 4 y 6) pueden contener
epitopos de células T humanas.

Tabla 3. Caracteristicas de péptidos sintéticos derivados de Phl p 5 no alergénicos. Se presentan la posicion (con
relacién a la molécula de Phl p 5), la secuencia, la longitud, el peso molecular (PM), el punto isoeléctrico (pl) y la
presencia de epitopos de células T de los péptidos derivados de Phl p 5. El residuo de cisteina afadido para facilitar
el acoplamiento se marca en negrita y subrayado.

Posicion de Secuencia Longitud | PM pl Epitopo de
aa de aa células T
Pépt. 1 (SEQ ID | 98-128 CGAASNKAFAEGLSGEP- 32 3026 | 8,16 | -
NO. 9) KGAAESSSKAALTSK
Pépt. 2 (SEQ ID | 26-58 ADLGYGPATPAAPAAGYT- 34 3068 | 4,37 | -
NO. 10) PATPAAPAEAAPAGKC
Pépt. 3 (SEQ ID | 132-162 AYKLAYKTAEGATPEAKY- 32 3482 | 6,29 | +
NO. 11) DAYVATLSEALRIC
Pépt. 4 (SEQ ID | 217-246 CEAAFNDAIKASTG- 31 3236 | 4,87 | +
NO. 12) GAYESYKFIPALEAAVK
Pépt. 5 (SEQ ID | 252-283 TVATA- 33 3501 | 8,98 | -
NO. 13) PEVKYTVFETALKKAITAM-
SEAQKAAKC

Pépt. 6 (SEQ ID | 176-212 CAEEVKVIPAGELQVIEK- 38 3853 | 4,66 | +
NO. 14) VDAAFKVAATAANAAPANDK

Ejemplo 15: Los péptidos derivados de Phl p 5 carecen de reactividad frente a IgE y actividad alergénica

15.1. Carencia de reactividad frente a IgE

Para analizar la reactividad frente a IgE de los seis péptidos derivados de Phl p 5, se compararon los péptidos
derivados de Phl p 5 aislados asi como acoplados a KLH con rPhl p 5 completo con respecto a su capacidad de
unién a IgE mediante ELISA usando sueros de 29 pacientes alérgicos al polen de gramineas (tabla 4).

Tabla 4: Caracterizacion serologica de 29 pacientes alérgicos al polen de gramineas y un control no alergénico. Se
midieron el sexo, la edad, los niveles de IgE sérica total (kU/l), IgE especifica de extracto de hierba timotea (kUA/I),
anticuerpos IgE especificos para rPhl p 5 y los 6 péptidos aislados (P1-P6) y acoplados a KLH (KLH-P1-KLH-P6)
mediante ELISA y se muestran las DO (densidades oOpticas). Los guiones indican la carencia de reactividad de IgE

40



10

15

20

25

30

ES 2541311 T3

frente a los péptidos aislados asi como los acoplados a KLH.

Paciente sexo edad IgE total IgE de hierba IgE (DO)
(kU/) timotea (kUA/I) rPhip5 P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 h 29 140,0 25,90 1,437 - - - - - -
2 h 39 76,2 10,50 0,456 - - - - - -
3 m 29 100,0 33,50 0,699 - - - - - -
4 m 31 261,0 28,10 0,930 - - - - - -
5 h 33 380,0 32,00 0,545 - - - - - -
6 m 31 278,0 37,00 1,720 - - - - - -
7 h 43 128,0 20,70 1,118 - - - - - -
8 m 29 200,0 18,40 0,489 - - - - - -
9 m 34 76,6 18,70 0,571 - - - - - -
10 h 35 144,0 39,30 0,157 - - - - - -
11 m 33 79,2 29,60 0,574 - - - - - -
12 m 30 30,3 10,70 0,350 - - - - - -
13 m 34 106,0 20,80 0,395 - - - - - -
14 m 52 448,0 43,00 1,320 - - - - - -
15 m 25 294,0 95,50 1,638 - - - - - -
16 h 30 471,0 82,60 0,752 - - - - - -
17 h 44 2000,0 100,00 2,500 - - - - - -
18 m 30 168,0 66,60 0,806 - - - - - -
19 h 42 512,0 50,30 1,175 - - - - - -
20 m 28 253,0 54,00 1,954 - - - - - -
21 h 30 315,0 100,00 1,054 - - - - - -
22 m 42 401,0 89,50 2,297 - - - - - -
23 m 28 100,0 82,10 1,802 - - - - - -
24 h 42 52,5 3,52 0,885 - - - - - -
25 h 34 136,0 6,11 2,036 - - - - - -
26 h 30 31,2 9,17 1,909 - - - - - -
27 h 36 24,9 4,34 0,233 - - - - - -
28 m 41 41,5 2,19 0,281 - - - - - -
29 m 51 370,0 90,10 1,296 - - - - - -
NHS h 39 0,0 0,00 0,065 - - - - - -

Se recubrieron placas de ELISA (Nunc Maxisorp, Dinamarca) con péptidos derivados de Phl p 5 (5 ug/ml) o rPhl p 5
como control (5 ug/ml), se lavaron y se bloquearon. Posteriormente, se incubaron las placas con sueros diluidos a
1:3 de 29 pacientes alérgicos al polen de gramineas y de un individuo no atépico durante la noche a 4°C. Se
seleccionaron pacientes alérgicos al polen de gramineas que padecian rinoconjuntivitis alérgica y/o asma segun
historia de caso indicativa de polinosis por gramineas estacional y se caracterizaron mediante prueba de puncion
cutanea con extracto de polen de hierba timotea y prueba de CAP-FEIA serolégica (Pharmacia Diagnostics,
Uppsala, Suecia). Se determinaron los niveles de IgE total en los sueros mediante mediciones de CAP (Pharmacia).
Se determinaron anticuerpos IgE especificos para rPhl p 5 mediante ELISA. Se usaron sueros de 29 pacientes
alérgicos al polen de gramineas y un individuo no atopico para estudios de competencia de IgE. El grupo de
pacientes alérgicos al polen de gramineas consistio de 13 hombres y 16 mujeres con una edad media de 35 afos
(que oscilaba entre 25-51 afos) (tabla 4).

Se detectaron anticuerpos IgE unidos con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-IgE humana acoplado a fosfatasa
alcalina diluido a 1:1000 (Pharmingen, CA).

Los niveles de IgE total e IgE especifica de extracto de polen de gramineas oscilaron entre 24,9-2000 kU/I (media:
262,7) y 2,2-100 kUA/I (media: 41,5), respectivamente. Todos los pacientes contenian anticuerpos IgE especificos
de rPhl p 5 que oscilaban entre 0,157-2,530 unidades de DO (media: 1,082 unidades de DO), pero ninguno de los 29
pacientes mostré reactividad de IgE frente a ninguno de los péptidos (P1-P6) ni frente a una mezcla equimolar de los
péptidos (DO < 0,08). Este resultado demuestra que ningun suero contenia anticuerpos IgE detectables con
especificidad por ninguno de los seis péptidos derivados de Phl p 5.

15.2. Actividad alergénica reducida de los péptidos tal como se detecta mediante expresion de CD 203 ¢ en
baséfilos: Activacion de baséfilos y citometria de flujo:

La regulacion por incremento de CD 203 ¢ se ha descrito como marcador sustituto para la activacion de baséfilos
inducida por alérgeno y la desgranulacién (Hauswirth et al., J Allergy Clin Immunol 2002; 110:102). Por tanto, se
comparé la actividad alergénica de alérgeno rPhl p 5 completo y una mezcla equimolar de péptidos midiendo la
regulacién por incremento de CD 203 ¢ en baséfilos de pacientes alérgicos al polen de gramineas.

Se obtuvieron células de sangre periférica de 3 donantes alérgicos tras obtenerse el consentimiento informado. Se
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incubaron alicuotas de sangre heparinizadas (100 pl) con diluciones en serie de alérgenos recombinantes (de 10*a
10 pg/ml), anticuerpo anti-IgE (1 ug/ml) o tampén de control (solucién salina tamponada con fosfato = PBS) durante
15 minutos a 37°C. Tras la incubacion, se lavaron las células en PBS que contenia EDTA 20 mM. Entonces se
incubaron las células con 10 pl de AcM 97A6 frente a CD203c conjugado con PE durantew15 minutos a temperatura
ambiente (TA). Posteriormente, se lisaron eritrocitos con 2 ml de disolucion de lisis FACS . Entonces se lavaron las
células, se resuspendieron en PBS y se analizaron mediante citometria de flujo de dos colores en un dispositivo
FACScan (Becton Dickinson), usando el Software Paint-a-Gate. Se calculé la regulacion por incremento inducida por
alérgeno de CD203c a partir de las intensidades de fluorescencia media (IFM) obtenidas con células estimuladas
(IFMestim) y no estimuladas (IFMcontrol), y se expres6 como indice de estimulacion (IFMestim: IFMcontrol). Un IE
de = 2,0 (regulacién por incremento de = 2 veces) se consider6 indicativo de una respuesta especifica.

Tal como se muestra en la figura 14 se encontr6é que rPhl p 5 completo muestra un aumento dependiente de la dosis
(de 10™* a 10 pg/ml) de la expresién de CD203c en basofilos de sangre periférica en un individuo sensibilizado,
mientras que una mezcla equimolar de los péptidos no muestra ningun efecto.

La determinacién de expresion de CD 203c en baséfilos de pacientes alérgicos al polen de gramineas indica que no
puede observarse ninguna actividad alergénica con los péptidos derivados de Phl p 5.

Ejemplo 16: La inmunizacion con péptidos derivados de Phl p 5 induce anticuerpos IgG reactivos con rPhl p.5 y
alérgenos naturales de diferentes especies de gramineas

16.1. Alérgenos recombinantes y extractos de alérgenos

Se expres6 Phl p 5 recombinante purificado en E. coli tal como se describe (Vrtala et al. J of Immunol (1993)
151:4773-4781).

Se obtuvo polen de gramineas de Phleum pratense, Lolium perenne, Poa pratensis, Dactylis glomerata, Secale
cereale, Triticum aestivum, Avena sativa, Hordeum vulgare, Anthoxanthum odoratum de Allergon Pharmacia
(Suecia) y se prepard un extracto de polen acuoso tal como se describe (Vrtala et al., Int Arch Allergy Immunol
(1993) 102:160-9).

16.2. Inmunizacioén de conejos

Se acoplaron péptidos purificados mediante HPLC a KLH (hemocianina de lapa californiana, PM de 4,5x10° -
1,3x10’, Pierce, EE.UU.) segun los consejos del fabricante y se purificaron usando un kit de conjugacion (Sigma,
EE.UU.).

Se inmunizaron conejos con cada uno de los péptidos conjugados con KLH (200 pg/inyeccion) y, con fines de
control, con rPhl p 5 completo usando adyuvantes completo e incompleto de Freund (Charles River). Se obtuvieron
muestras de suero a intervalos de cuatro semanas.

16.3. Reactividad de anticuerpos de conejo con rPhl p 5 completo y alérgenos naturales de diferentes especies de
gramineas

Con el fin de investigar si los anticuerpos inducidos tras la inmunizacién con péptidos acoplados a KLH reconocian
los alérgenos de polen de gramineas rPhl p 5, Phl p 5 natural y relacionados con Phl p 5 de otras especies de polen
de gramineas, se realizaron experimentos ELISA. Para la deteccién mediante ELISA, se recubrieron placas (Nunc
Maxisorp, Dinamarca) con extractos de alérgenos de polen (100 pg/ml: Phleum pratense, Lolium perenne, Poa
pratensis Dactylis glomerata, Secale cereale, Tritcum aestivum, Avena sativa, Hordeum vulgare, Anthoxanthum
odoratum) o alérgeno recombinante purificado (5 ug/ml: rPhl p 5). Se lavaron las placas de ELISA y se bloquearon y
posteriormente se incubaron con antisueros de conejo anti-péptido y sueros preinmunitarios correspondientes
diluidos a 1:2500. Se detectd IgG de conejo unida con un antisuero de cabra anti-lg de conejo acoplado a HRP
(Jackson Immunresearch, Pensilvania). Los resultados representan medias de determinacion por duplicado con un
error de <5% (figura 13, tabla 5).

Tabla 5: Reactividad cruzada de antisueros anti-péptido Phl p 5 con rPhl p 5 y alérgenos naturales del grupo 5 de
Phleum pratense, Lolium perenne, Poa pratensis, Dactylis glomerata, Secale cereale, Tritcum aestivum, Avena
sativa, Hordeum vulgare, Anthoxanthum odoratum. Se presentan las reactividades de IgG (valores de DO) de
antisueros frente a péptido (de anti-P1 a anti -P6) frente a Phl p 5 y extractos de polen de polen de gramineas para 6
conejos que se inmunizaron con péptidos derivados de Phl p 5 conjugados con KLH (P1-P6).

Reactividad cruzada de antisueros anti-péptido con rPhl p 5 y extractos de polen de

gramineas
anti-P1 anti-P2 anti-P3 anti-P4 anti-P5 anti-P6
rPhl p5a 1,115 2,418 1,336 1,600 1,540 2,142
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Phleum pratense 0,227 1,155 0,955 0,703 1,138 1,000
Lolium perenne 0,056 1,320 0,834 0,238 0,163 2,500
Poa pratensis 0,070 1,491 1,045 1,880 2,200 2,500
Dactylis glomerata 0,060 0,390 0,728 0,689 0,154 0,657
Secale cereale 0,090 0,292 0,777 0,676 0,162 0,843
Triticum aestivum 0,116 1,076 0,734 0,404 0,570 0,703
Avena sativa 0,150 0,790 1,029 0,551 0,224 1,494
Anthoxanthum 0,114 1,209 1,531 0,827 1,114 1,115
Hordeum vulgare 0,080 1,972 1,150 1,184 0,602 1,513

16.4. La inmunizacion con péptidos derivados de Phl p 5 induce anticuerpos IgG con reactividad cruzada

La inmunizacién con cada uno de los péptidos indujo una robusta respuesta de IgG especifica de Phl p 5 que se
volvié detectable cuatro semanas tras la primera inmunizaciéon y aument6 tras la segunda inmunizacion (figura 13).
La inmunizacién con péptido 2 indujo la mayor respuesta de IgG especifica de Phl p 5 seguido por los péptidos 6, 4,
5y 1 que indujo la menor respuesta. Con la excepcidn de anticuerpos anti-péptido 1 que carecian de reactividad con
alérgenos del grupo 5 en Lolium perenne, Poa pratensis, Dactylis glomerata, Secale cereale y Hordeum vulgare, los
demas antisueros frente a péptido presentaron reactividad cruzada con cada uno de los extractos de polen de
gramineas sometidos a prueba (tabla 5).

Ejemplo 17: La inmunizacion con péptidos derivados de Phl p 5 induce anticuerpos IgG que inhiben la unién de IgE
de pacientes alérgicos al polen de gramineas a Phl p 5

17.1. Inhibicién de la unién de IgE de pacientes alérgicos a rPhl p 5a mediante IgG especifica de péptido

La informacion referente a la capacidad de los péptidos para inducir anticuerpos bloqueantes es importante ya que
se mostré que los anticuerpos bloqueantes desempefian un papel principal en la inmunoterapia.

Con el fin de examinar la capacidad de Ig de conejo inducida por péptido para inhibir la uniéon de IgE de pacientes
alérgicos a rPhl p 5 completo, se realizaron experimentos de competencia de ELISA usando sueros de 29 pacientes
alérgicos a las gramineas.

Se recubrieron placas de ELISA con rPhl p 5 (1 ug/ml) y se preincubaron con una diluciéon de 1:250 de cada uno de
los antisueros anti-péptido (anti-P1-anti-P6), una mezcla de los antisueros anti-péptido, un antisuero anti-rPhl p 5 o,
con fines de control, con los sueros preinmunitarios correspondientes o una mezcla de los sueros preinmunitarios.
Tras el lavado, se incubaron las placas con sueros diluidos a 1:3 de 29 pacientes alérgicos al polen de gramineas y
se detectaron anticuerpos IgE unidos con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-IgE humana acoplado a fosfatasa
alcalina (Pharmingen). Se calculé el porcentaje de inhibicion de la unién a IgE logrado mediante preincubacion con
los antisueros anti-péptido de la siguiente manera: % de inhibicion de la unién a IgE = 100-DO/DO,x100. DO, y DOp
representan las extinciones tras la preincubacion con el suero inmunitario y preinmunitario de conejo,
respectivamente. La preincubacién de Phl p 5 con IgG de conejo inducida por péptido inhibi6 la reactividad de IgE de
pacientes alérgicos en un grado variable. El grado de inhibicion promedio de la unién a IgE oscil6 entre el 19,3%
para IgG anti-péptido 6 y el 28,5% con IgG anti-péptido 1. Los anticuerpos de conejo producidos frente a Phl p 5
completo indujeron una inhibicién media de la unién a IgE del 43,6%.

Tabla 6: Los antisueros de conejo anti-péptido Phl p 5 inhiben la unién de IgE de suero de pacientes alérgicos al
polen de hierba timotea a Phl p 5. Se presenta el porcentaje inhibicion de la union de IgE a Phl p 5 para cada
paciente tras la preincubacion de Phl p 5 con antisueros anti-péptido (anti-P1 - anti-P6), con una mezcla de los seis
antisueros anti-péptido (anti-P1-P6) o con un antisuero anti-rPhl p 5. El porcentaje de inhibicién medio se presenta
en la linea inferior. N.r.: no realizado.

% de inhibicion de la unidn de IgE a Phi p 5 con antisueros especificos para
Paciente P1 P2 P3 P4 P5 P6 P1-P6 Phlp5

1 0 5 4 0 0 0 0 nr
2 1 10 4 0 0 0 0 nr
3 28 35 28 39 37 38 46 50
4 33 40 33 42 35 45 54 20
5 0 0 3 8 8 0 9 nr
6 46 34 39 47 47 34 21 56
7 41 48 46 49 50 45 49 60
8 41 8 34 18 39 0 0 8
9 6 0 0 0 0 0 0 nr
10 34 46 30 35 39 42 48 38
11 28 0 32 0 28 9 0 nr
12 33 0 27 4 33 0 0 nr
13 30 31 29 0 29 11 15 0
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14 46 14 49 17 47 2 8 15
15 48 44 55 22 46 25 23 72
16 41 0 44 24 41 19 8 28
17 52 71 50 57 49 59 73 82
18 43 17 42 0 32 0 10 0

19 5 17 19 16 7 0 4 nr
20 42 54 43 38 38 41 48 65
21 39 51 46 43 43 43 40 39
22 44 49 44 46 44 40 50 70
23 38 54 40 42 48 40 50 66
24 23 0 15 0 0 0 0 nr
25 0 35 0 8 4 28 43 nr
26 51 26 31 21 24 0 19 nr
27 14 15 3 0 9 11 25 nr
28 9 0 17 0 9 0 0 nr
29 10 44 11 31 21 28 24 73

media 28,5 25,8 28,2 20,9 27,8 19,3 23,0 43,6

Ejemplo 18: Los péptidos derivados de Phl p 5 inducen bajas respuestas linfoproliferativas especificas.

18.1. Ensayos de linfoproliferacién

Con el fin de identificar péptidos con la menor reactividad posible frente a células T para minimizar los efectos
secundarios relacionados con la terapia, se examind la reactividad frente a células T mediante ensayos de
linfoproliferacion. Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de 2 pacientes alérgicos al polen
de gramineas mediante centrifugacién en gradiente de densidad con Ficoll (Amersham Pharmacia Biotech, R.U.). Se
cultivaron las CMSP (2x105) por triplicado en placas de 96 pocillos (Nunclone; Nalge Nunc International, Dinamarca)
en 200 pl de medio de cultivo Ultra libre de suero (BioWhittaker, Rockland, ME) complementado con L-glutamina
2 mM (SIGMA, EE.UU.), beta-mercaptoetanol 50 uM (SIGMA) y 0,1 mg de gentamicina por ml (SIGMA) a 37°C y
CO: al 5% en una atmdsfera humidificada. Se estimularon las células con diferentes concentraciones de péptidos
sintéticos (1,25, 0,6 y 0,3 ug por pocillo) y, para comparacién, con 4 U de interleucina 2 por pocillo (Boehringer
Mannheim, Alemania) y con medio solo. Tras 6 d de cultivo se afiadieron 0,5 uCi por pocillo de [*H]timidina
(Amersham Pharmacia Biotech) y 16 h después se midi6 la radiactividad incorporada mediante recuento de
centelleo de liquidos usando un contador de centelleo Microbeta (Wallac ADL, Alemania). Se calcularon las cpm
medias a partir de los triplicados y se calcularon los indices de estimulacion (IE) como el cociente de las cpm
obtenidas mediante estimulacién con antigeno o interleucina 2 y el control no estimulado.

Se estimularon CMSP de pacientes alérgicos al polen de hierba timotea con diferentes concentraciones de péptidos
sintéticos. Los indices de estimulacion con péptidos fueron significativamente menores que con IL2. Los péptidos
derivados de Phl p 5 indujeron bajas respuestas linfoproliferativas especificas. La menor respuesta se observé con
péptido 5 seguido por péptido 4.

Ejemplo 19: Caracteristicas de péptidos sintéticos derivados de Fel d 1

Con el fin de obtener péptidos adecuados para la vacunacién contra la alergia a gatos, se disefiaron cinco péptidos
que tenian de 30 a 36 aminodacidos de longitud y cubrian toda la molécula, segin la secuencia de aminoacidos
conocida de Fel d 1.

Se sintetizaron los péptidos usando una estrategia de Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonilo) con activaciéon con HBTU
(hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)1,1,3,3-tetrametiluronio) (ciclos a escala pequena de 0,1 mmol) en el
sintetizador de péptidos de Applied Biosystems modelo 433A (EE.UU.). Se usaron resinas precargadas de PEG-PS
(polietilenglicol-poliestireno) (carga de 0,15-0,2 mmol/g) (PerSeptive Biosystems, RU) como fase soélida para
construir los péptidos. Los productos quimicos se adquirieron de Applied Biosystems. Se confirmo el acoplamiento
de amino&cidos monitorizando la conductividad en un sistema de control de realimentacién. Se afadi6é un residuo de
cisteina a los péptidos 1, 3, 4 y 5 para facilitar el acoplamiento a portadores (tabla 7). Se escindieron los péptidos de
las resinas con una mezcla de 250 ul de agua destilada, 250 pl de triisopropilsilano (Fluka, Suiza), 9,5 ml de TFA
durante 2 h y se precipitd en terc-butil metil éter (Fluka, Suiza) (Focke 2001). Se comprobd la identidad de los
péptidos mediante espectrometria de masas y se purificaron los péptidos hasta una pureza de >90% mediante
HPLC preparativa (PiChem, Austria).

Tabla 7: Caracteristicas moleculares de péptidos sintéticos derivados de Fel d 1. Se muestran la posicion dentro de
la molécula de Fel d 1 nativa, la secuencia de aminodcidos, el nimero de aminodcidos, el peso molecular (PM)
calculado y el punto isoeléctrico (pl) tedrico de los péptidos sintéticos derivados de Fel d 1. Todos los péptidos son
solubles en agua.
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Posicion Secuencia de aminoacidos Longitud | PM pl
de aa
Pépt. 1 SEQ | cadena 1, | EICPAVKRDVDLFLTGTP-DEYVEQVAQYKALPVVC 35 3911 | 4,30
ID NO. 15 aa1-34
Pépt. 2 SEQ | cadena 1, | LENARILKNCVDAKMTEEDKEN-ALSLLDKIYTSPLC 36 4083 | 4,72
ID NO. 16 aa 35-70
Pépt. 3 SEQ | cadena 2, | VKMAITCPIFYDVFFAVANG-NELLLDLSLTKVNAC 35 3835 | 4,56
ID NO. 17 aa 1-34
Pépt. 4 SEQ | cadena 2, | TEPERTAMKKIQDCYVENG-LISRVLDGLVC 30 3382 | 4,93
ID NO. 18 aa 35-63
Pépt. 5 SEQ | cadena 2, | CMTTISSSKD-CMGEAVQNTVEDLKLNTLGR 30 3246 | 4,78
ID NO. 19 aa 64-92

Los cinco péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 tienen pesos moleculares en el intervalo de 3246 a 4083 Dalton y
tienen puntos isoeléctricos calculados de desde 4,30 hasta 4,93. Los cinco péptidos son solubles en agua y los
péptidos 1, 2 y 3 pueden contener epitopos de células T humanas (tabla 7).

Tabla 8. Reactividad frente a IgE reducida de péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 en comparacién con rFel d 1

IgE
IgE total especifica de rFel d 1 Péptido 1 Péptido 2 Péptido 3 Péptido 4 Péptido 5
(kU/1) caspade (D.O.) (D.O.) (D.O.) (D.O.) (D.O.) (D.O.)
gato (kUA/1)

Paciente sexo edad

1 m 36  >2000 48,2 2,314 0,112 - - - 0,056
2 h 27 798 62,2 2,255 0,069 0,123 - - 0,140
3 h 33 153 9,48 1,394 - - - - -
4 h 25 122 13,2 1,194 1,998 0,113 0,186 - 0,073
5 m 42 267 42,1 1,793 0,074 - - - 0,677
6 m 35 494 37,0 2,007 - - - - 0,204
7 h 27 129 31,3 2,259 - - - - 0,149
8 h 36 1150 13,5 1,384 - - - - 0,130
9 m 32 580 17,3 0,569 - - - - -
10 m 22 189 4,65 0,553 0,051 - - - 0,057
11 m 53  >2000 >100 2,838 0,504 - - - 0,644
12 m 75 4567 47,3 2,519 - 0,060 - - 0,161
13 h 34  >2000 40,0 1,244 - - - - -
14 h n.d. n.d. 1,99 0,178 - - - - -
NHS m 27 <2 <0,35 - - - - - -

Ejemplo 20: Los péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 tienen reactividad frente a IgE reducida en comparacion
con rFel d 1 y los péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 carecen de actividad alergénica

Se investigd la reactividad de IgE sérica frente a los péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 con el fin de identificar
péptidos hipoalergénicos adecuados para la vacunacion.

El diagnéstico de alergia a gatos mediada por IgE se basdé en anamnesis, pruebas de puncién cutanea
(Allergopharma, Reinbek, Alemania) y medicién de la IgE sérica total asi como de IgE sérica especifica de caspa de
gato (CAP-FEIA, Pharmacia Diagnostics, Suecia). Se incluyeron personas no alérgicas con fines de control.

20.1. Capacidad de unién a IgE medida en ensayos ELISA

Se comparé la capacidad de union a IgE de los cinco péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 con la del alérgeno
rFel d 1 completo usando sueros de 14 pacientes alérgicos a gatos. Se recubrieron placas de ELISA (Nunc
Maxisorb, Dinamarca) con péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 o rFel d 1 como control (0,5 ug/pocillo), se
lavaron y se bloquearon. Entonces se incubaron las placas durante la noche a 4°C con sueros diluidos a 1:5 de
pacientes alérgicos a gatos y de un individuo no atépico. Se detectaron los anticuerpos IgE unidos con un anticuerpo
anti-IlgE humana marcado con peroxidasa del rabano diluido a 1:2500 (KPL, EE.UU.).

Se sometieron sueros de 7 mujeres y 7 hombres alérgicos a gatos con una edad de 22 a 75 afos a determinaciones
de CAP-FEIA. Los niveles de IgE total medidos oscilaron entre 122 y >4000 kU/I y los niveles de IgE especifica de
caspa de gato entre 1,99 y >100 kUA/I (tabla 7). En los ensayos ELISA se confirmé la reactividad de IgE de los 14
sueros sometidos a prueba frente al alérgeno de gato principal Fel d 1. Los resultados se obtuvieron como
densidades dpticas (DO) y oscilaron entre 0,178 y 2,838 unidades de DO. Se midié la reactividad de IgE de los 14
sueros frente a los péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 en el mismo ensayo ELISA. Se encontré que la unién a
IgE se mantenia para los péptidos 1, 2, 3 y 5. Se observo unién de IgE para 6/14 sueros frente al péptido 1, para
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3/14 sueros frente al péptido 2, para 1/14 sueros frente al péptido 3 y para 10/14 sueros para el péptido 5. Las
unidades de DO medidas fueron de entre 0,051 y 1,998 para el péptido 1, de entre 0,060 y 0,123 para el péptido 2,
de 0,186 para el péptido 3 y de entre 0,056 y 0,677 para el péptido 5. En resumen, todas la unidades de DO
medidas fueron considerablemente inferiores a los valores respectivos medidos para el alérgeno Fel d 1 completo.

Esto demuestra que los péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 tienen una reactividad frente a IgE reducida en
comparacion con el alérgeno Fel d 1 completo. Los péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 pueden considerarse por
tanto hipoalergénicos, proporcionando la ventaja de efectos secundarios mediados por IgE reducidos, cuando se
usan en SIT.

20.2. Induccion especifica de expresion de los marcadores de superficie CD203c y CD63 en baséfilos humanos
(figura 17)

Puesto que la union a IgE es un requisito previo aunque no abundante para la induccion de reacciones alérgicas de
tipo 1 que también requieren reticulacion de IgE especifico unido a células efectoras, se investig6é la actividad
alergénica real de péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 en ensayos de activacion de basdfilos. Estos ensayos
detectan una regulacion por incremento especifica de alérgeno de los marcadores de superficie CD203c y CD63,
ambos reconocidos como marcadores para la activacion de basofilos (Hauswirth et al. J Allergy Clin Immunol. (2002)
110:102-109).

Se extrajeron muestras de sangre heparinizadas de 5 pacientes alérgicos a gatos tras obtenerse el consentimiento
informado. Se incubaron alicuotas de sangre (100 pl) con diluciones en serie de rFel d 1, péptidos sintéticos
derivados de Fel d 1 como componentes individuales o como mezcla equimolar, anticuerpo anti-IgE o tampén (PBS)
durante 15 minutos a 37°C. Tras la incubacién, se lavaron las células en PBS que contenia EDTA 20 mM. Entonces
se incubaron las células con 10 pul de AcM 97A6 frente a CD203c conjugado con PE y 20 ul de AcM CLB-gran12
frente a CD63 conjugado con FITC durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se sometieron las
muestras a lisis de eritrocitos con 2 ml de disolucion de lisis FACS . Entonces se lavaron las células, se
resuspendieron en PBS y se analizaron mediante citometria de flujo de dos colores en un dispositivo FACScan
(Becton Dickinson, EE.UU.), usando el software Paint-a-Gate. Se calcul6 la regulacién por incremento inducida por
alérgeno de CD203c y CD63 a partir de las intensidades de fluorescencia medias (IFM) obtenidas con células
estimuladas (IFMestim) y no estimuladas (IFMcontrol), y se expres6 como indice de estimulacion (IFMestim:
IFMcontrol). Un IE de mas de 2,0 (es decir, una regulaciéon por incremento de mas de 2 veces) se considerd
indicativo de una respuesta especifica (diagndstico).

En los baséfilos de los cinco pacientes alérgicos a gatos estudiados (RR, EB, KC, MG y SM) la estimulacion con rFel
d 1 indujo una regulacién por incremento especifica de alérgeno de los marcadores de superficie CD203c y CD63.
Se observé que la regulacion por incremento de CD203c y CD63 era dependiente de la dosis para 4/5 pacientes
(RR, KC, MG y SM). Para estos pacientes, los indices de estimulacion de CD203c oscilaron entre 1,1 (SM) y 3,2
(RR) para la concentracién sometida a prueba mas baja de 0,001 ug de rFel d 1/ml y entre 3,6 (KC) y 6,2 (RR) para
la concentracién sometida a prueba mas alta de 10 ug de rFel d 1/ml. Los indices de estimulacion de CD63
determinados en el mismo ensayo oscilaron entre 1,1 (RR) y 2,0 (MG) para la concentracién de rFel d 1 sometida a
prueba mas baja de 0,001 pg/ml y entre 3,9 (RR) y 7,3 (MG) para la concentracién de rFel d 1 sometida a prueba
mas alta de 10 ug/ml. Para el paciente EB, Fel d 1 0,001 pg/ml ya fue suficiente para inducir una regulacion por
incremento de alto nivel de los marcadores de superficie CD203c y CD63 evitando una observacion de la
dependencia de la dosis de la regulacién por incremento de los marcadores de superficie.

Se analizaron con sonda los basoéfilos de los cinco pacientes alérgicos a gatos con cinco concentraciones crecientes
(0,005, 0,05, 0,5, 5 y 50 ug/ml) de una mezcla equimolar de los cinco péptidos sintéticos derivados de Feld 1. Se
analizaron mediante sonda adicionalmente los basofilos del paciente RR con cinco concentraciones crecientes de
los cinco péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 individuales (0,001, 0,01, 0,1, 1 y 10 ug/ml). Se encontré que los
péptidos eran deficientes en la regulacion por incremento de los marcadores de superficie CD203c y CD63 de
baséfilos. Los péptidos no pudieron inducir ninguna expresion aumentada de CD203c y CD63 en las células de los
pacientes RR, KC y SM. Pudo detectarse una ligera regulaciéon por incremento de CD203c (IE=2,3) y de CD63
(IE=2,5) para el paciente MG pero so6lo a la concentracion sometida a prueba mas alta de 50 ug de mezcla de
péptidos/ml, mientras que las concentraciones mas bajas aplicadas tampoco tuvieron efecto de estimulacién. Se
observo una regulacion por incremento mas pronunciada de CD203c (IE=4,2) y CD63 (IE=4,3) para el paciente EB,
pero de nuevo sélo para la concentracion de mezcla de péptidos sometida a prueba mas alta. En ambos casos, en
los pacientes MG y EB, la tasa de regulacién por incremento tras la estimulacién con péptidos fue
considerablemente mas baja que los valores correspondientes para la estimulacién con el alérgeno Fel d 1
completo.

Esto demuestra que los péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 proporcionan la ventaja de mantener una actividad

alergénica mas baja que la del alérgeno Fel d 1 completo. Esto es relevante para un riesgo disminuido de efectos
secundarios mediados por IgE cuando se usan péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 en SIT.
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Ejemplo 21: La inmunizacion con péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 induce anticuerpos IgG reactivos con el
alérgeno rFel d 1 completo

Se mostrd que los péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 eran deficientes en la unién a IgE. Como moléculas
candidatas para la vacunacion, que tienen por objeto la induccién de anticuerpos IgG especificos de alérgeno, los
péptidos deben conservar estructuras de alérgeno especificas y todavia deben poder inducir una respuesta
inmunitaria de IgG especifica para el alérgeno completo. Con el fin de averiguar si los péptidos sintéticos derivados
de Fel d 1 cumplen estos requisitos, se realizaron experimentos de inmunizacién en conejos.

Se inmunizaron conejos con rFel d 1 no acoplado y péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 acoplados a KLH. Se
acoplaron los péptidos purificados mediante HPLC a KLH a través de sus residuos de cisteina, usando un kit de
conjugacién con inmundgeno activado por maleimida Imject (Pierce, EE.UU.).

Se inmunizaron conejos (conejos blancos de Nueva Zelanda) con los inmundgenos (200 pg/inyecciéon) usando CFA
(primera inmunizacion) e IFA (primera inyeccion de refuerzo tras 4 semanas; se administré una segunda inyeccién
de refuerzo con adyuvante incompleto tras 7 semanas) (Charles River Breeding Laboratories, Alemania). Se
extrajeron muestras de sangre de los conejos 8 semanas tras la primera inmunizaciéon y después a intervalos de
cuatro semanas.

Se monitorizé la induccion de anticuerpos especificos de rFel d 1 y péptidos en ensayos ELISA. Se recubrieron
placas de ELISA (Nunc Maxisorb, Dinamarca) con rFel d 1 (0,5 pg/pocillo), se lavaron y se bloquearon. Entonces se
analiz6 con sonda rFel d 1 unido a las placas por duplicado con antisueros de conejo diluidos a 1:1000 y los sueros
preinmunitarios de conejo correspondientes y se detecto la IgG unida con un antisuero de cabra anti-conejo marcado
con peroxidasa del rabano diluido a 1:2000 (Jackson ImmunoResearch Inc., EE.UU.). Se calcularon las medias de
los duplicados y se mostraron errores de menos del 5%.

La inmunizacién con péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 induces anticuerpos IgG reactivos con Fel d 1. Ocho
semanas tras la primera inmunizacion con cada uno de los cinco péptidos sintéticos derivados de Fel d 1, pudieron
detectarse anticuerpos IgG reactivos con el alérgeno Fel d 1 completo en cada uno de los cinco antisueros de
conejo. Los niveles de anticuerpo IgG permanecieron a niveles comparables en las tomas de muestra de sangre
posteriores (figura 16).

Los antisueros de conejo anti-péptido 1, anti-péptido 2, anti-péptido 4 y anti-péptido 5 mostraron reactividades de
IgG frente a Fel d 1 a aproximadamente la misma magnitud que el antisuero de conejo anti-Fel d 1. Ademas, el
antisuero de conejo anti-péptido 3 mostrd una reactividad de IgG frente a Fel d 1 clara pero algo inferior.

Esto indica que los 5 péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 son moléculas candidatas para inducir una respuesta
de anticuerpos IgG especifica de Fel d 1.

Ejemplo 22: Los péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 inducen respuestas linfoproliferativas mas débiles que
Feld 1

Las moléculas candidatas deseadas para SIT mejorada no sélo ofrecen la ventaja de efectos secundarios mediados
por IgE reducidos, sino también de efectos secundarios mediados por células T reducidos. Con el fin de investigar
las propiedades de activacion de células T de los péptidos sintéticos derivados de Fel d 1, se realizaron ensayos
linfoproliferativos.

Se aislaron CMSP de 7 pacientes alérgicos a gatos mediante centrifugacién en gradiente de densidad con Ficoll
(Amersham Pharmacia Biotech, RU). Se cultivaron CMSP (2 x 105) por triplicado en placas de 96 pocillos (Nunclone,
Nalgene Nunc International, Dinamarca) en 200 ul de medio de cultivo Ultra libre de suero (Cambrex, Bélgica)
complementado con L-glutamina 2 mM (Sigma, EE.UU.), B-mercaptoetanol 50 uM (Sigma) y 0,1 mg de gentamicina
por ml (Sigma) a 37°C usando CO: al 5% en una atmdésfera humidificada. Se estimularon las células con diferentes
concentraciones (5, 2,5, 1,25 y 0,6 ug/pocillo) de rFel d 1 y péptidos sintéticos derivados de Fe d 1 como
componentes individuales o0 como mezcla equimolar y, con fines de control, con 4 U de interleucina 2 o con medio
solo. Tras 6 dias de cultivo, se afadieron 0,5 uCi por pocillo de *H-timidina (Amersham Pharmacia Biotech) y 16 h
después se midio la radiactividad incorporada mediante recuento de centelleo de liquidos usando un contador de
centelleo Microbeta (Wallac ADL, Alemania), y se calcularon las cpm medias a partir de los triplicados. Se calcul6 el
indice de estimulacion (IE) como el cociente de las cpm obtenidas mediante estimulacion con antigeno o interleucina
2y el control de medio no estimulado.

La IL-2 estimulé la proliferacion de CMSP de los 7 pacientes alérgicos a gatos sometidos a prueba, dando como
resultado indices de estimulacion de 9,8 para RR, de 5,2 para EB, de 3,2 para KC, de 6,7 para MG, de 6,3 para SM,
de 15,7 para RAy de 13,9 para AR.

Los péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 indujeron indices de estimulacién mas bajos (tabla 9).
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Tabla 9: Pueden identificarse péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 que en una base equimolar inducen
respuestas linfoproliferativas mas débiles que Fel d 1. Se estimularon CMSP de 7 pacientes alérgicos a gatos con
diluciones en serie de rFel d 1 o péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 como componentes individuales. Las
respuestas linfoproliferativas especificas se muestran como indices de estimulacion.

5 ug/p 2,5 ug/p 1,25 ng/p 0,6 ug/p
Paciente RR rFel d 1 2,6 1,8 1,5 1,9
Péptido 1 1,9 0,6 1,3 1,5
Péptido 2 2,1 1,3 2,0 1,6
Péptido 3 3,5 2,8 2,0 3,0
Péptido 4 25 24 1,5 0,8
Péptido 5 1,7 0,9 2,3 0,7
Paciente EB rFeld 1 8,2 2,9 1,6 1,5
Péptido 1 1,3 0,9 1,0 1,2
Péptido 2 2.4 1,7 1,8 1,6
Péptido 3 1,1 1,2 1,4 1,7
Péptido 4 3,6 3,6 3,2 2,3
Péptido 5 2,2 2.1 1,4 2,1
Paciente KC rFeld 1 0,8 1,2 1,3 5,2
Péptido 1 0,7 1,0 1,1 1,1
Péptido 2 1,2 1,5 1,0 1,1
Péptido 3 0,6 0,5 0,5 0,6
Péptido 4 1,6 1,4 1,3 1,1
Péptido 5 1,3 1,4 0,9 1,4
Paciente MG rFel d 1 2,9 2,3 2,3 2,2
Péptido 1 1,8 1,4 1,4 1,1
Péptido 2 1,2 1,3 1,4 0,9
Péptido 3 1,1 0,5 0,6 0,7
Péptido 4 1,1 1,5 1,8 1,0
Péptido 5 1,5 1,2 1,6 0,8
Paciente SM rFel d 1 2,3 1,6 1,8 1,1
Péptido 1 1,1 1,0 0,8 1,0
Péptido 2 1,8 1,1 1,3 1,2
Péptido 3 2,6 2.1 2,1 1,5
Péptido 4 1,9 1,6 1,7 1,1
Péptido 5 2,3 1,3 1,4 1,0
Paciente RA rFel d 1 3,2 1,2 2,4 1,2
Péptido 1 0,8 0,7 1,3 1,1
Péptido 2 1,2 0,5 1,7 1,6
Péptido 3 2,0 2,3 1,6 0,9
Péptido 4 3,0 1,3 1,1 0,6
Péptido 5 0,4 0,6 0,9 0,9
Paciente AR rFeld 1 1,4 0,6 0,9 1,0
Péptido 1 1,0 0,5 1,7 0,7
Péptido 2 0,7 0,6 0,9 0,6
Péptido 3 1,6 1,6 2,1 1,0
Péptido 4 1,0 0,7 0,7 0,6
Péptido 5 0,8 0,5 0,3 0,5

Ejemplo 23: Los anticuerpos IgG inducidos por inmunizacion con péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 inhiben la
unién de IgE de pacientes alérgicos a gatos al alérgeno Fel d 1 completo

Se examiné la capacidad de la Ig de conejo inducida por péptido para inhibir la uniéon de los anticuerpos IgE de
pacientes alérgicos a rFel d 1 completo en ensayos de competencia de ELISA. Se recubrieron placas de ELISA
(Nunc Maxisorb, Dinamarca) con rFel d 1 (0,05 ug/pocillo), se lavaron y se bloquearon. Entonces se preincub6
rFel d 1 unido a las placas con antisueros de conejo anti-péptido diluidos a 1:100 (se usaron antisueros anti-péptido
individuales asi como una mezcla antisueros anti-péptido), antisuero de conejo anti-rFel d 1 y, con fines de control,
también con los sueros preinmunitarios de conejo respectivos. Una vez lavadas las placas, se incubaron con sueros
humanos diluidos a 1:5 de pacientes alérgicos a gatos. Se detectaron los anticuerpos IgE unidos con un anticuerpo
anti-lgE humana marcado con peroxidasa del rdbano diluido a 1:2500 (KPL, EE.UU.). Se calcul6 el porcentaje de
inhibicion de la unién a IgE lograda mediante la preincubacion con los antisueros anti-péptido de la siguiente
manera: % de inhibicion de unién a IgE = 100 - D.O.; / D.O.p x 100, siendo D.O.| la densidad 6ptica medida tras la
preincubacion con sueros inmunitarios de conejo y D.O., con sueros preinmunitarios de conejo.
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La preincubacion de Fel d 1 unido a placas de ELISA con los 5 antisueros de conejo anti-péptido dio como resultado
patrones de inhibicién que variaban entre los 14 sueros sometidos a prueba diferentes de pacientes alérgicos a
gatos. El antisuero de conejo anti-péptido 1 bloqued la unién de IgE de pacientes a Fel d 1 para 13/14 sueros de
pacientes sometidos a prueba, el antisuero de conejo anti-péptido 2 para 8/14, el antisuero de conejo anti-péptido 3
para 13/14, el antisuero de conejo anti-péptido 4 para 9/14 y el antisuero de conejo anti-péptido 5 para 5/14.

Ademas, el intervalo de inhibicién mostré variaciones entre los diferentes antisueros. Entre los antisueros de conejo
anti-péptido sometidos a prueba individuales, el antisuero de conejo anti-péptido 1 mostr6 las mejores tasas de
inhibicion con inhibiciones desde el 0-55% (promedio del 29%). Con el antisuero de conejo anti-péptido 2, pudieron
lograrse tasas de inhibicién del 0-18% (promedio del 5%), con el antisuero de conejo anti-péptido 3 del 0-29%
(promedio del 11%), con el antisuero de conejo anti-péptido 4 del 0-24% (promedio del 8%) y con el antisuero de
conejo anti-péptido 5 del 0-18% (promedio del 4%).

Una mezcla de los 5 antisueros de conejo anti-péptido inhibié la uniéon de IgE de los pacientes a Fel d 1 lo mas
eficazmente con inhibiciones logradas para todos los sueros de pacientes y tasas de inhibicién del 25-84%
(promedio del 59%). Estas inhibiciones fueron incluso méas pronunciadas que las logradas mediante la preincubacion
con el antisuero de conejo anti-Fel d 1 (tabla 10).

Tabla 10: Los antisueros de conejo producidos frente a péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 inhiben la unién de
IgE humana a Fel d 1. Se muestra el porcentaje de inhibicién de la unién de IgE a Fel d 1 logrado mediante la
preincubacién de Fel d 1 con antisueros de conejo para 14 pacientes y como medias. Se realizaron preincubaciones
con 5 antisueros de conejo producidos frente a los 5 péptidos sintéticos derivados de Fel d 1 (anti-péptido 1-5), una
mezcla de los 5 antisueros anti-péptido (mezcla) y un antisuero producido frente a Fel d 1 (anti-rFel d 1).

Mezcla de los

Paciente anti- anti- anti- anti- anti- 5 antisueros anti-rFel

péptido1 péptido2 péptido3 péptido4d péptido5 anti-péptido d1

1 48 18 29 20 18 78 64

2 24 0 8 0 0 67 43

3 55 11 5 17 8 84 74

4 38 7 11 24 8 66 49

5 10 5 5 12 0 54 48

6 33 0 12 5 0 68 46

7 6 1 10 5 0 58 45

8 44 3 17 10 0 60 53

9 26 17 12 15 16 53 43
10 0 0 10 0 0 31 26
11 38 0 0 0 0 52 56
12 47 0 22 0 7 75 51
13 27 2 8 0 0 56 41
14 16 0 6 5 0 25 25
media 29 5 11 8 4 59 47

Cuando se combinaron el antisuero de conejo anti-péptido 1 con cada uno de los otros antisueros anti-péptido, la
inhibicion de la unién a IgE de pacientes alérgicos aumenté sustancialmente alcanzando casi los valores (por
ejemplo anti-péptido 1+4:41%, anti-péptido 1+5:42%) obtenidos con anticuerpos anti-rFel d 1 (67%) (tabla 11).

Tabla 11:
. anti-péptido 1 + | anti-péptido 1 + | anti-péptido 1 + | anti-péptido 1 + :
Paciente anti?pgptido 2 anti?pgptido 3 anti?pgptido 4 anti?pgptido 5 | anti-rFeldi

1 61 49 61 63 75
2 24 17 28 28 74
3 60 52 62 57 86
4 43 33 43 40 68
5 m 9 27 30 67
6 37 24 42 46 73
7 26 21 36 34 74
8 51 46 53 55 72
9 40 28 46 43 61
10 16 11 30 34 40
11 45 35 47 45 78
12 52 40 56 59 76
13 29 17 29 32 62
14 7 10 14 16 28
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[ media | 36 | 28 | 41 | 42 | 67 |

Ejemplo 24: Los péptidos derivados de Bet v 1 inducen respuestas de IgG especifica de Bet v 1 _que reciben la
ayuda de células T de epitopos de células T derivados de portador y reducen la proliferacion de células T
especificas de Bet v 1

Ya se ha mostrado que los péptidos de células B expuestos en superficie derivados de Bet v 1 inducen una
respuesta de IgG especifica de Bet v 1 protectora en un modelo de raton de vacunacion terapéutica y profilactica
(Focke M et al. Clin Exp Allergy (2004) 34:1525-1533). En Focke M et al. (2004), se acoplaron 6 péptidos derivados
de Bet v 1 a la molécula portadora KLH antes de la inmunizacion de ratones. En el presente ejemplo se muestra que
la respuesta de IgG especifica de Bet v 1 inducida con estos péptidos (tabla 1) se dirige con la ayuda de epitopos de
células T derivados del portador pero no del alérgeno Bet v 1. Se encontrd sorprendentemente que ninguno de los
péptidos derivados de Bet v 1 que tenian las secuencias LFPKVAPQAISS-VENIEGNGGPGTIKKISF (SEQ ID NO.
20), GPGTIKKISFPEGFPFKYVKDRVDEVD-HTN (SEQ ID NO. 21) y VDHTNFKYNYSVIEGGPIGDTLEKISNEIK
(SEQ ID NO. 22) inducia respuestas relevantes de células T, y pudo demostrarse que la mayoria de las respuestas
de células T se dirigia contra la molécula portadora, KLH (figuras 18 y 19). Este hallazgo es de gran importancia
para la reduccion de efectos secundarios durante la vacunacion terapéutica y para reducir el riesgo de una posible
sensibilizacion durante la vacunacion profilactica. Se ha demostrado en el pasado que los péptidos derivados de
alérgenos que carecen de cualquier reactividad frente a IgE pero que contienen epitopos de células T derivados de
alérgeno inducian efectos secundarios debido a la activacion de las células T. Los péptidos derivados de alérgenos
que carecen de reactividad frente a células T e IgE tal como se muestra a modo de ejemplo para los péptidos de
Bet v 1, no inducen efectos secundarios ni mediados por IgE ni por células T durante la vacunacion terapéutica.
Cuando se usan para la vacunacion profilactica, los péptidos induciran una respuesta de IgG protectora especifica
de Bet v 1 sin sensibilizacién de células T especificas de Bet v 1. Esto minimizara el riesgo de sensibilizar
previamente una respuesta inmunitaria alérgica a través de la vacuna, lo que puede preparar el camino para una
sensibilizacion alérgica posterior.

En este ejemplo se estudiaron las respuestas de células T especificas de alérgeno y portador en un modelo de ratén
de vacunacién con alérgeno terapéutica y profilactica. Se eligieron los péptidos derivados de Bet v 1 2, 3y 6 (Focke
M et al. (2004)) y se sometieron a prueba para determinar si contenian cualquiera de los epitopos de células T
especificos de Bet v 1 en ratones BALB/c. Se inmunizaron los ratones de la siguiente manera (la tabla 10 muestra el
protocolo de sensibilizacion y tratamiento): Se inmunizaron grupos de ratones BALB/c (n=5) con 10 ug de Bet v 1
recombinante (Biomay, Austria) y/o una mezcla de los péptidos 2, 3 y 6 sintéticos derivados de Bet v 1 (10 pug de
cada uno). Se acoplaron los péptidos a KLH tal como se describié anteriormente (Focke M et al. (2004)). Para la
inmunizacion, se adsorbieron Bet v 1 y la mezcla de péptidos en hidréxido de aluminio (Alu-Gel-S, Serva, Alemania)
en un volumen total de 150 pl/raton.

Tabla 12: Protocolo de sensibilizacion y tratamiento.

grupos (n=5) Sensibilizacion (rBet v 1)  Terapia (péptidos KLH)
Sin sensibilizacion / sin terapia (S-/T-) - -
Sensibilizacién / sin terapia (S+/T-) dia 0, 20, 40 -
Sin sensibilizacién / terapia (S-/T+) - dia 60, 80, 100
Sensibilizacién / terapia (S+/T+) dia 0, 20, 40 dia 60, 80, 100
Profilaxis (péptidos KLH) Sensibilizacion (rBet v 1)
Sin profilaxis / sensibilizacion (P-/S+) - dia 60, 80, 100
Profilaxis / sin sensibilizaciéon (P+/S-) dia 0, 20, 40 -
Profilaxis / sensibilizacion (P+/S+) dia 0, 20, 40 dia 60, 80, 100

Se analizé la linfoproliferacién especifica de alérgeno, péptido y portador en un ensayo de proliferacion de células T.
Se extirparon bazos en condiciones estériles y se homogeneizaron. Tras la lisis de los eritrocitos, se lavaron las
células y se resuspendieron en medio completo (RPMI, suero bovino fetal al 10%, gentamicina 0,1 mg/ml, glutamina
2 mM). Se sembraron en placa suspensiones de células individuales en placas de fondo redondo de 96 pocillos a
una concentracion de 2 x 10° células/pocillo y se estimularon con concavalina A (0,5 pg/pocillo) como control
positivo, rBet v 1 (2 pg/pocillo), KLH (2 ug/pocillo), la mezcla de péptidos (0,34 ug de cada péptido/pocillo) o el medio
solo durante 4 dias. Se pulsaron los cultivos con 0,5 pCi/pocillo de timidina tritiada durante 16 h y se recogieron. Se
midieron las respuestas de proliferacion mediante recuento de centelleo. Se calculé la razon de la proliferacién
media tras la estimulaciéon con antigeno y los valores de control con medio, es decir el indice de estimulacion (IE).

Resulta interesante que pudo mostrarse que la vacunacion terapéutica con péptidos derivados de Bet v 1 pudo
reducir la proliferacion especifica de Bet v 1 en ratones sensibilizados con Bet v 1 (grupo S+/T+) en comparacién
con el grupo sensibilizado pero no tratado S+/T-. En el grupo sensibilizado y tratado, no pudo medirse proliferacion
especifica de péptido, pero segun el efecto del portador, se observé una proliferacion especifica de KLH. La vacuna
con péptido sola (grupo S-/T+) indujo principalmente células T especificas de KLH, pero casi ninguna respuesta de
células T especifica de Bet v 1 (figura 18).
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La vacunacion profilactica con los péptidos casi no indujo proliferacion especifica de Bet v 1 (grupo P+/S-) en
comparacién con el grupo sensibilizado con Bet v 1, P-/S+, pero si proliferacién especifica de KLH. En ratones
vacunados de manera profilactica y sensibilizados posteriormente (grupo P+/S+) se redujo notablemente la
proliferacién especifica de Bet v 1, ademas no pudo observarse ninguna respuesta especifica de péptido en ningiin
grupo de ratones (figura 19).

Por tanto, pudo mostrarse en un modelo de ratén de alergia que la vacunacién profilactica con péptidos de células B
derivados de alérgeno unidos a portador no sensibilizaba las células T especificas de péptido, y casi no lo hacia en
células T especificas de portador pero no especificas de alérgeno. La vacunacion profilactica que precede a la
sensibilizacién alérgica pero también la vacunacion terapéutica de ratones sensibilizados reduce la proliferacion de
células T especificas de alérgeno.

El tratamiento profilactico con péptidos derivados de Bet v 1 indujo respuestas de IgG especifica de Bet v 1 sin
ayuda de células T especificas de Bet v 1. Ademas, el tratamiento profilactico aumenté las respuestas de IgG
especifica de Bet v 1 inducidas por el alérgeno Bet v 1 ya 20 y 40 dias tras la primera sensibilizacion (figura 20).

Estos resultados demuestran que la vacuna con péptido induce una respuesta de IgG especifica de Bet v 1 que
puede reforzarse por la exposicion al alérgeno.

Ejemplo 25: Péptidos derivados de Der p 2 que muestran capacidad de union a IgE reducida

Se determiné la capacidad de unién a IgE de péptidos derivados de Der p 2 tal como se describi6é en los ejemplos
15.1 y 20.1 empleando los péptidos segun la tabla 13 y usando sueros de individuos que padecen alergia a acaros
del polvo doméstico.

Tabla 13: péptidos derivados de Der p 2

Péptido Posicion Secuencia SEQ ID NO.

Pep 1 de Derp 2 1-33 DQVDVKDCANHEIKKVLVPGCHGSEPCIIHRGK | 96

Pep 2 de Derp 2 21-51 CHGSEPCIIHRGKPFQLEAVFEANQNSKTAK | 97

Pep 3de Derp 2 42-73 EANQNSKTAKIEIKASIEGLEVDVPGIDPNAC 98

Pep 4 de Derp 2 62-103 EVDVPGIDPNACHYMKCPLVKGQQYDIKYTWIVP~ 99
KIAPKSEN

Pep 5de Derp 2 98-129 APKSENVVVTVKVMGDNGVLACAIATHAKIRD 100

Los resultados muestran claramente que los péptidos derivados de Der p 2 de la presente invencion presentan
capacidad de unién a IgE significativamente reducida.

Tabla 14: Resultados

rDerp2 | péptido 1 péptido 2 péptido 3 | péptido 4 | péptido 5
Medias (n=50) | 1,080 0,010 0,015 0,004 0,031 0,006

Ejemplo 26: Las variaciones en la longitud de los péptidos no tienen ningun efecto sobre la capacidad de unién a IgE
de los péptidos, la reactividad frente a células T y la inmunogenicidad.

26.1. Disefo de péptidos

Para estudiar el efecto de la variacion en la longitud de los péptidos sobre la capacidad de union a IgE, la reactividad
frente a células T y la inmunogenicidad se disefiaron variantes de péptidos derivados de Phl p 5 aumentando la
longitud del péptido 1 (P1) y disminuyendo la longitud del péptido 2 (P2) en algunos aminoacidos (tabla 15).

Tabla 15: Posicién, secuencia, longitud en nimero de aminoacidos y peso molecular de péptidos derivados de
Phl p 5 sintéticos (1, 2) y variantes de los mismos (1a, 2b)

Tabla 15: Variantes de péptidos sintéticos derivados de PHL p 5

Posicion . Numero Peso molecular
‘ de aa ‘ Secuencia ‘ de aa ‘ (PM)
Péptido 1 98-128 CGAASNKAFAEGLSGEPKGAAESSSKAALTSK 32 3026
1a | 93-128 | CFVATFGAASNKAFAEGLSGEPKGAAESSSKAALTSK 37 3592
Péptido 2 26-58 ADLGYGPATPAAPAAGYTPATPAAPAEAAPAGKC 34 3068
2b 26-53 ADLGYGPATPAAPAAGYTPATPAAPAEAC 29 2644
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26.2. Falta de reactividad frente a IgE

Para analizar la reactividad frente a IgE de los péptidos derivados de Phl p 5 1, 2 y sus variantes 1a, 2b, se
realizaron ensayos de transferencia puntual aplicando 0,2 ug de péptido/punto y usando sueros de 7 pacientes
alérgicos al polen de gramineas (p1-p7) y el suero de un individuo no atépico (NHS). Se detectd IgE unida con
anticuerpo anti-lgG humana marcado con 125) (Phadia, Uppsala, Suecia). Se usé rPhl p 5 como control positivo y
HSA como control negativo. Los pacientes reaccionan con rPhl p 5 pero no con los péptidos ni las variantes de
péptidos (figura 21).

26.3. Respuestas linfoproliferativas

Se estimularon CMSP de 2 pacientes alérgicos al polen de gramineas con diferentes concentraciones de los
péptidos derivados de Phl p 5 1, 2, sus variantes 1a, 2b y, con fines de control, con rPhl p 5. Los indices de
estimulacién obtenidos con los péptidos fueron significativamente mas bajos que los obtenidos con rPhl p 5 (figura
22).

26.4. Inmunogenicidad de las variantes de péptidos

Se inmunizaron conejos con péptidos derivados de Phl p 5 acoplados a KHL y sus variantes. Se usaron
experimentos de ELISA para medir la reactividad de IgG de los antisueros de conejo obtenidos frente a los péptidos
y sus variantes (tabla 16). La inmunizacién con los péptidos y sus variantes indujo anticuerpos IgG con reactividad
cruzada que reconocian el péptido y la variante correspondiente.

Tabla 16: Reactividad cruzada de antisueros anti-péptido Phl p 5 producidos en conejos mediante inmunizacién con
péptidos conjugados con KLH. Se representan las reactividades frente a IgG de los antisueros de péptidos frente a
los péptidos (1, 2) y sus variantes (1a, 2b). No se observé reactividad con los sueros preinmunitarios (pre P1, pre
P1a, pre P2, pre P2b)

a. El antisuero anti-péptido 1 (anti-P1) presenta reactividad cruzada con la variante del péptido 1 (1a) y el antisuero
anti-péptido 1a (anti-P1a) presenta reactividad cruzada con el péptido 1

b. Antisuero anti-péptido 2 (anti-P2) presenta reactividad cruzada con la variante del péptido 2 (2b) y el antisuero
anti-péptido 2b (anti-P2b) presenta reactividad cruzada con el péptido 2.

Tabla 16: Reactividad cruzada de antisueros de conejo

a)

Pre-P1 anti-P1 pre-P1a anti-P1a
P1 0,041 0,880 0,052 0,947
P1a 0,038 0,705 0,048 0,859
b)

pre-P2 anti-P2 Pre-P2b anti-P2b
P2 0,089 1,168 0,042 1,175
P2b 0,075 0,954 0,053 1,122

26.5. Los antisueros de conejo inducidos por péptidos inhiben la unién de IgE de pacientes alérgicos al polen de
gramineas a rPhl p 5

Se estudié la capacidad de IgG de conejo anti-péptido 2 y 2b para inhibir la unién de la IgE humana a rPhl p 5 en
ELISA de competencia. Se preincub6 rPhl p 5 unido a placas de ELISA con antisueros anti-P2, anti-P2b y, con fines
de control, con anti-Phl p 5. Entonces se expusieron las placas a sueros de 12 pacientes alérgicos al polen de
gramineas. En la tabla 17 se representa el porcentaje de inhibicién de la unién de IgE a rPhl p 5. Los antisueros anti-
péptido 2 y anti-péptido 2b inhiben la unién de IgE de los pacientes a rPhl p 5 en el mismo grado.

También se realizaron ELISA de competencia con antisueros de conejo anti-péptido 1 y 1a. En el ejemplo 17 (la
inmunizacion con péptidos derivados de Phl p 5 induce anticuerpos IgG que inhiben la unién de IgE de pacientes
alérgicos al polen de gramineas a Phl p 5) los anticuerpos anti-péptido 1 (P1) inhibian la unién de IgE de pacientes a
Phl p 5 con una tasa de inhibicién media del 28,5%. Se obtuvieron resultados similares con antisuero anti-péptido 1a
que produjo una tasa de inhibicion del 23,7%.

Tabla 17: Inhibiciéon de la union de IgE de pacientes a rPhl p 5 por antisueros anti-péptido. Los antisueros anti-
péptido 2 y anti-péptido 2b inhiben la unién de IgG de pacientes a rPhl p 5 en el mismo grado. Se preincubé rPhl p 5
unido a placas de ELISA con antisueros anti-P2, anti-P2b y, con fines de control, con anti-Phl p 5. Entonces se
expusieron las placas a sueros de 12 pacientes alérgicos al polen de gramineas. Se representa el porcentaje de
inhibicion de la unién de IgE a rPhl p 5.
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Tabla 17: % de inhibicién de la unién de IgE

paciente anti-P2 anti-P2b anti-Phip 5
1 33,38 24,40 84,77
2 52,20 57,40 87,00
3 52,70 54,85 90,81
4 51,44 59,76 78,26
5 43,19 49,15 77,93
6 47,04 52,02 83,68
7 62,67 58,00 76,62
8 52,36 50,27 74,44
9 57,63 50,91 88,13
10 35,10 37,99 75,03
11 44,44 41,24 68,39
12 47,56 45,41 77,34

Ejemplo 27: Proteccion cruzada de anticuerpos anti-VP1

Los rinovirus humanos comprenden mas de cien cepas diferentes. En esta prueba de neutralizacion se muestra que
la infeccion por rinovirus de una cepa también puede inhibirse por anticuerpos especificos de VP1 de otra cepa. Se
sembraron células HelLa en los pocillos a igual densidad. Se preincub6 HRV14 a 100DCTsp con diluciones de
anticuerpos anti-14VP1 y anti-89VP1 (sin diluir; 1:2-1:32 pocillos 1-6) y se anadié a los pocillos en los carriles A y D,
respectivamente. En los carriles B y C, se anadié a las células HRV 89 a 100CCTsp preincubado con diluciones de
anticuerpos anti-14VP1 y anti-89VP1, respectivamente. Tras 3 dias, se tifieron las células vivas de color violeta. Los
anticuerpos anti-89VP1 y los anticuerpos anti-14VP1 bloquean la infeccion de HRV14 4 manera comparable. Los
anticuerpos producidos frente a 14VP1 y 89VP1 también inhiben la infeccion de HRV89 hasta la misma
concentracion.

Lista de secuencias
<110> Biomay AG

<120> Portador de vacuna
<130> R 49994

<150> Documento AT A 994/2006
<151> 09-06-2006

<160> 142
<170> PatentIn versién 3.4

<210> 1
<211> 50
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 1
cggaattcat taatatgaac ccagttgaaa attatataga tagtgtatta 50

<210>2
<211> 46

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 2
cgattaattc agtggtggtg gtggtggtgg acgttigtaa cggtaa 46

<210>3
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<211> 37
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 3

ES 2541311 T3

ctitaagaag gagatatact taagatgaac ccagttg 37

<210> 4
<211> 37
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 4
caactgggtt catcttaagt atatctcctt cttaaag

<210>5
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5
cctgatgtit ttaccggtac aaacgtccac cac

<210>6
<211> 33
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6
gtggtggacg tttgtaccgg taaaaacatc agg

<210>7
<211> 34
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400>7
cgcgcttaag atggtccgcet acaccaccga ggge

<210>8
<211> 34
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8
cgcegcttaag cttggacteg taggeggtgt cgge

<210>9

37

33

33

34

34
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<211> 32
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Phl p 5

<400>9
gys Gly Ala Ala ger Asn Lys Ala Phe ?ga Glu Gly Leu ser ggy Glu

pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys
20 25 30

<210> 10
<211> 34
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Phl p 5

<400> 10
?1a Asp Leu Gly gyr Gly Pro Ala Thr ;50 Ala Ala Pro Ala éga Gly

Tyr Thr Pro é’(l)a Thr Pro Ala Ala ;go Ala Glu Ala Ala ggo Ala Gly

Lys Cys

<210> 11
<211> 32
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Phl p 5

<400> 11
913 Tyr Lys Leu é]a Tyr Lys Thr Ala (1;2)u Gly Ala Thr Pro gi.]ju Ala

LYs Tyr Asp éga Tyr val Ala Thr Egu ser Glu Ala Leu ggg Ile Cys

<210> 12
<211> 31
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Phl p 5

<400> 12
gys Glu Ala Ala Ehe Asn Asp Ala Ile i%s Ala ser Thr Gly ggy Ala

Tyr Glu Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala val Lys
20 25 30

<210> 13
<211> 33
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Phl p 5

<400> 13
Ihr val Ala Thr 21a Pro Glu val Lys Tyr Thr val Phe Glu Thr Ala
10 15

Leu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala GlIn Lys Ala Ala Lys
20 25 30

cys
<210> 14
<211> 38

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Phl p 5

<400> 14
Cys Ala Glu Glu val Lys val Ile Pro Ala Gly Glu Leu GlIn val Ile
1 5 10 15

Glu Lys val égp Ala Ala Phe Lys \2/%1 Ala Ala Thr Ala /;'Ioa Asn Ala

Ala Pro /_;'Ia Asn Asp Lys
5

<210> 15
<211> 35
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 1

<400> 15
Glu Ile Cys Pro Ala val Lys Arg Asp val Asp Leu Phe Leu Thr Gly
1 5 10 15

Thr Pro Asp Glu Tyr val Glu GIln val Ala Gln Tyr Lys Ala Leu Pro
20 25 30

val val Cys
35

<210> 16
<211> 36
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 1

<400> 16
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Leu Glu Asn Ala Arg Ile Leu Lys Asn Cys val Asp Ala Lys Met Thr

1 5~ 10 15

Glu Glu Asp Lys Glu Asn Ala Leu Ser Leu Leu Asp Lys Ile Tyr Thr
20 25 . 30

Ser Pro Leu Cys
35

<210> 17
<211> 35
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 1

<400> 17
Xa] Lys Met Ala 15’.1e Thr Cys pPro Ile ige Tyr Asp Val Phe ;he Ala

val Ala Asn Gly Asn Glu Leu Leu Leu Asp Leu Ser Leu Thr Lys val
20 25 30

Asn Ala Cys
35

<210> 18
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 1

<400> 18
Thr Glu Pro Glu Arg Thr Ala Met Lys Lys Ile GIln Asp Cys Tyr val
1 5 10 15

Glu Asn Gly Leu Ile Ser Arg val Leu Asp Gly Leu val Cys
20 25 30

<210> 19
<211> 30
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 1

<400> 19
gys Met Thr Thr §1e Ser Ser Ser Lys égp Cys Met Gly Glu é;a val

GIn Asn Thr val Glu Asp Leu Lys Leu Asn Thr Leu Gly Arg
20 “ 25 30

<210> 20
<211> 30
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Bet v 1
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<400> 20
Leu Phe Pro Lys val Ala Pro Gln Ala Ige Sser Ser val Glu Asn Ile
1 5 1

Glu Gly Asn Gly Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe
20 25 30

<210> 21
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Bet v 1

<400> 21
Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Phe Pro Phe
1 5 10 15

Lys Tyr val Lys Asp Arg Val Asp Glu val Asp His Thr Asn
20 25 ‘ 30

<210> 22
<211> 30
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Bet v 1

<400> 22
\{a1 ASp His Thr/;sn phe Lys Tyr Asn 11'56r Ser val Ile Glu %y Gly

Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu Lys Ile Ser Asn Glu Ile Lys
20 25 30

<210> 23
<211> 40
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 1

<400> 23
Ala Pro Leu Glu ?er Arg Gin Asp Thr /ﬂ)a Ser Cys Pro val '{gr Thr
1 . .

Glu Gly Asp %r val Trp Lys Ile gcser Glu phe Tyr Gly %g Lys Pro

Glu Gly Thr Tyr Tyr Asn Ser Leu
35 : 40

<210> 24
<211> 37
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 1

<400> 24
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Gly Phe Asn Ile Lys Ala Thr Asn Gly Gly Thr Leu Asp Phe Thr Cys
1 5 10 15

ser Ala Gln éga Asp Lys Leu Glu ggp His Lys Trp Tyr ger cys Gly
30

Glu Asn ger Phe Met
5

<210> 25
<211> 30
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 1

<400> 25
g1u Asn Ser phe %et Asp Phe Ser phe égp ser Asp Arg Ser ggy Leu

Leu Leu Lys GIn Lys val Ser Asp Asp Ile Thr Tyr val Ala
20 25 30

<210> 26
<211> 37
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 1

<400> 26
Ihr Ala Thr Leu Ero Asn Tyr Cys Arg éga Gly Gly Asn Gly Ego Lys

Asp phe val cys Gln Gly val Ala g;p Ala Tyr Ile Thr ggu val Thr
20

Leu Pro Lys Ser Ser
35

<210> 27
<211> 40
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 2

<400> 27
Met His Ser Ser Asn Asn Phe Phe Lys Asp Asn Ile Phe Arg Ser Leu
1 5 10 15

ser Lys Glu Asp Pro Asp Tyr Ser Arg Asn Ile Glu Gly G1ln val 1le
20 25 30

Arg Leu His Trp Asp Trp Ala GIn
35 40

<210> 28
<211> 40
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
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<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 2

<400> 28
Leu Leu Met Leu Ser Ala Lys Arg Met.%s val Ala Phe Lys ligzu Asp
1 5

Ile Glu Lys Asp Gln Arg val Trp Asp Arg Cys Thr Ala /-S\(sip Asp Leu
20 25

Lys Gly Arg Asn Gly Phe Lys Arg
35 40 .

<210> 29
<211> 40
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 2

<400> 29
Cys Leu GIn Phe Thr Leu Tyr Arg Pro %g Asp Leu Leu Ser Leu lLeu
1 , 5

Asn Glu Ala pPhe Phe Ser Ala Phe Arg Glu Asn Arg Glu Thr Ile ITe
20 25 30

Asn Thr Asp Leu Glu Tyr Ala Ala
35 40

<210> 30
<211> 40
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 2

<400> 30
Lys Ser Ile Ser b;et Ala Arg Leu Glu Al\gp Leu Trp Lys Glu I)S/r' GIn
1 .

Lys Ile Phe Pro Ser Ile Gln val :5'!5e Thr ser Ala Phe ggg ser Ile

Glu Pro Glu Leu Thr val Tyr Thr
35 40

<210> 31
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 2

<400> 31
Cys Leu Lys Lys Ile Glu Ala ser Phe Glu Leu Ile Glu Glu Asn Gly
1 5 10 15

Asp Pro Lys Ile Thr Ser Glu ITe GIn Leu Leu Lys Ala Ser
- 20 25 30

<210> 32
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<211> 34
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 6

<400> 32
l\{et Thr I1e Thr Lys Ile His Ala Arg igr val Tyr Asp Ser égg Gly
5

Asn Pro Thr val Glu val Asp Ile val Thr Glu Thr Gly Leu His Arg
20 25 30

Ala Ile

<210> 33
<211> 40
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 6

<400> 33
val Thr Glu Thr gﬂy Leu His Arg Ala I(])e val Pro Ser Gly Ala ser
1 1 15

Thr Gly Ser %s Glu Ala Cys Glu Leu Arg Asp Gly Asp Lys Ser Lys
25 30

Trp Gly Gly Lys Gly val Thr Lys
35 40

<210> 34
<211> 42
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 6

<400> 34

Ala Pro Ala Leu §1e Lys Glu Lys Leu Ai(s)p val Lys Asp Gln Ser Ala

1 15

val Asp Ala gge Leu Asn Lys Leu Agp Gly Thr Thr Asn %s Thr Asn
: 2

Leu Gly Ala Asn Ala Ile Leu Gly val Ser
35 40

<210> 35
<211> 41
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 6

<400> 35
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Glu Lys Gly val Pro Leu Tyr Ala His Ile Ser Asp Leu Ala Gly Thr

1 5 10 15

Lys Lys Pro Tyr val Leu Pro val Pro Phe Gln Asn val Leu Asn Gly
20 25 30

Gly ser His Ala Gly Gly Arg Leu Ala
35 40

<210> 36
<211> 40
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 6

<400> 36
Cys Glu Ala Pro ghr Phe Ser Glu Ala Met Arg Gln Gly Ala cl;l_u val
1 10

Tyr GIn Lys Leu Lys Ala Leu Ala Lys Lys Thr Tyr Gly GIn Ser Ala
20 25 30

Gly Asn val Gly Asp Glu Gly Gly
35 40

<210> 37
<211> 40
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 6

<400> 37
§1e Lys Ile Ala ?et Asp val Ala Ser igr Glu Phe Tyr Lys ?;a Asp

Glu Lys Lys Tyr Asp Leu Asp Phe Lys Asn Pro Asp Ser %gp Lys ser
20 25
Lys Trp Leu Thr Tyr Glu GIn Leu
35 4
<210> 38
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 6

<400> 38
XaT ser Ile Glu ésp Pro Phe Ala Glu Qgp Asp Trp Glu Ala Igp Ser

Tyr phe Phe 5%5 Thr Tyr Asp Gly g;n Ile val Gly Asp ggp Leu Thr

val Thr Asn Pro Glu Phe Ile Lys
35 40

<210> 39
<211> 40
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 6

<400> 39
,i'la Lys Asp Ala l;he Gly Ala Gly Trp %y val Met val ser TSS Arg

Ser Gly Glu Thr Glu Asp val Thr Ile Ala Asp Ile val val Gly Leu
20 25 30

Arg Ser Gly Gln Ile Lys Thr Gly
35 40

<210> 40
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Alt a 6

<400> 40
Ala Pro Ala Arg Ser Glu Arg Leu Ala Lys Leu Asn Gln Ile Leu Arg
1 5 10 15

Ile Glu Glu Glu Leu Gly Asp Asn /nga val Tyr Ala Gly g(s)n Asn Phe
20

Arg Thr éga val Ash Leu

<210> 41
<211> 40
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Amb a 1

<400> 41
Glu Ile Leu Pro val Asn Glu Thr Arg Arg Leu Thr Thr Ser Gly Ala
1 5 10 15

Tyr Asn Ile %e Asp Gly Cys Trp égg Gly Lys Ala Asp 'é'gp Ala Glu

Asn Arg Lys Ala Leu Ala Asp Cys
35 40

<210> 42
<211> 41
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Amb a 1

<400> 42
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Gly Gly Lys Asp Gly Asp Ile Tyr Thr val Thr Ser Glu Leu Asp Asp

1 5 10 15

Asp val Ala Asn Pro Lys Glu Gly Thr Leu Arg Phe Gly Ala Ala GIn
20 . 25 30

Asn Arg l;ro Leu Trp Ile Ile Phe Glu
5

<210> 43
<211> 31
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Amb a 1

<400> 43
Ile Arg Leu Asp Lys Glu Met val val Asn Ser Asp Lys Thr ﬂe Asp
1 5 10

Gly Arg Gly Ala Lys val Glu Ile Ile Asn Ala Gly Phe Thr Leu
20 25 30

<210> 44
<211> 41
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Amb a 1

<400> 44
Asn val Ile Ile His Asn Ile Asn Met His Asp val Lys val Asn Pro
1 5 10 15

Gly Gly Leu %'(l)e Lys Ser Asn Asp Gly Pro Ala Ala Pro ggg Ala Gly
25

Ser Asp Gly Asp Ala Ile Ser 1Ile ser
35 ' . 40.

<210> 45
<211> 39
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Amb a 1

<400> 45
?y Thr Thr Arg Leu Thr val Ser Asn i(e)r‘ Leu Phe Thr Gln rllgs Gln
5

Phe val Leu Leu Phe Gly Ala Gly Asp Glu Asn Ile Glu Asp Arg Gly
20 25 30

Met Leu é’la Thr val Ala Phe
5

<210> 46
<211> 37
<212> PRT
<213> Attificial
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<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Amb a 1

<400> 46
Asn Thr Phe Thr /5\5p Asn val Asp Gln /i‘(r)‘g Met Pro Arg Cys égg His
1

Gly Phe Phe GIn val val Asn Asn Asn Tyr Asp Lys Trp Gly Ser Tyr
20 25 30

Ala Ile g;y Gly ser

<210> 47
<211> 46
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Amb a 1

<400> 47

§1e Leu Ser Gln §1y Asn Arg Phe Cys Ala Pro Asp Glu Arg igr Lys
10
Lys Asnh val lz.gu Gly Arg His Gly %u Ala Ala Ala Glu ggr Met Lys

Trp Asn Trp Arg Thr Asn Lys Asp val Leu Glu Asn Gly Ala
35 40 45

<210> 48
<211> 41
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Amb a 1

<400> 48

Gly val Asp Pro val Leu Thr Pro Glu Gln Ser Ala Gly Met Ile Pro
1 5 10 15

Ala Glu Pro Gly Glu Ser Ala Leu Ser Leu Thr Ser Ser Ala Gly val
20 25 30

Leu Ser Cys GIn Pro Gly Ala Pro Cys
35 40

<210> 49
<211> 44
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Art v 1

<400> 49
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Ser Lys Leu Cys Glu Lys Thr Ser Lys Thr Tyr Ser Gly Lys Cys Asp
1 5 10 15
Asn Lys Lys (2:)65 Asp Lys Lys Cys ge Glu Trp Glu Lys g((l)a Gln His

Gly Ala g)sls His Lys Arg Glu A?Ja Gly Lys Glu ser
4 ,

<210> 50
<211> 31
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Art v 1

<400> 50
Ser Cys Phe Cys Eyr‘ Phe Asp Cys Ser Lys Ser Pro Pro Gly Ala Thr
1 10 5 -

Pro Ala Pro Pro Gly Ala Ala pro Pro Pro Ala Ala Gly Gly Ser
20 25 30

<210> 51
<211> 41
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Art v 1

<400> 51
Ala Pro Pro Pro Ala Ala Gly Gly Ser Pro Ser Pro Pro Ala Asp Gly
1 5 10 15

Gly ser Pro Pro Pro Pro Ala Asp Gly Gly Ser Pro Pro \3/81 Asp Gly
20 25

Gly ser ggo Pro Pro Pro Ser Thr His

<210> 52
<211> 38
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de can f 1

<400> 52
Tn Asp Thr Pro /;'la Leu Gly Lys Asp 'lj:gr val Ala val Ser %y Lys

Trp Tyr Leu L)és Ala Met Thr Ala égp GIn Glu val Pro. g;l)u Lys Pro
2 ‘

Asp Ser \3{31 Thr Pro Met
5 v

<210> 53
<211> 40
<212> PRT
<213> Attificial
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<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de can f 1

<400> 53

Asp ser val Thr Pro Met Ile Leu Lys Ala GIn Lys Gly Gly Asn Leu
1 5 10 15

Glu Ala Lys I(1)e Thr Met Leu Thr /ngn Gly GIn Cys GlIn g(s)n Ile thr
2

val val Leu His Lys Thr Ser Glu
35 40

<210> 54
<211> 41
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de can f 1

<400> 54
Cys Gln Asn Ile Thr val val Leu His Lys Thr Ser Glu Pro Gly Lys
1 5 10 15

Tyr Thr Ala Tyr Glu Gly GIn Arg val val Phe Ile GIn Pro Ser Pro
. 20 25 30

val Arg Asp His Tyr Ile Leu Tyr" Cys
35 40

<210> 55
<211> 40
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de can f 1

<400> 55
GIn Pro Ser Pro val Arg Asp His Tyr ﬂ)e Leu Tyr Cys Glu (1;;y Glu
1 5

Leu His Gly ggg Gln Ile Arg Met éga Lys Leu Leu Gly égg Asp Pro

Glu GIn Ser GIn Glu Ala Leu Glu
35 40

<210> 56
<211> 40
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de can f 1

<400> 56
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Arg Asp Pro Glu GIn Ser GlIn Glu Ala Leu Glu Asp Phe Arg Glu Phe

1 5 10 15

Ser Arg Ala Lys Gly Leu Asn Gln Glu Ile Leu Glu Leu Ala Gln Ser
20 25 30

Glu Thr Cys ser Pro Gly Gly Gln
35 40

<210> 57
<211> 40
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de can f 2

<400> 57
GIn Glu Gly Asn His Glu Glu Pro GIn Gly Gly Leu Glu Glu Leu Ser
1 5 10 15

Gly Arg Trp kzlz)s Ser val Ala Leu é‘%a Ser Asn Lys Ser ggp Leu Ile

Lys Pro Trp Gly His Phe Arg val
35 40

<210> 58
<211> 40
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de can f 2

<400> 58
Pro Trp Gly His Phe Arg val pPhe Ile His Ser Met Ser Ala Lys Asp
1 5 15

Gly Asn Leu His Gly Asp Ile Leu Ile Pro Gln Asp Gly Gln Cys Glu
20 25 - 30

Lys val Ser Leu Thr Ala Phe Lys
35 40

<210> 59
<211> 38
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de can f 2

<400> 59
Cys Glu Lys val Ser Leu Thr Ala Phe %s Thr Ala Thr Ser Asn Lys
1 _ 5 . 15

Phe Asp Leu G;l)u Tyr Trp Gly His Asn Asp Leu Tyr Leu Ala Glu val
2 25 30

Asp Pro |3.ys Ser\Tyr Leu
5
<210> 60
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<211> 39
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de can f 2

<400> 60
Asn Asp Leu Tyr Leu Ala Glu val Asp Pro Lys Ser Tyr Leu Ile Leu
1 5 10 15

Tyr Met Ile Asn Gln Tyr Asn Asp Agp Thr Ser Leu val Ala His Leu
20 2

Met val /_;r'g Asp Leu Ser Arg
5

<210> 61
<211> 42
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de can f 2

<400> 61
val Arg Asp Leu Ser Arg Gln Gln Asp Phe Leu Pro Ala Phe Glu Ser
1 5 10 15

val Cys Glu Aap Ile Gly Leu His 12_35/5 Asp Gln 1le val \3{31 Leu Ser
2

Asp Asp Asp Arg Cys Gln Gly Ser Arg Asp
35 40

<210> 62
<211> 34
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 62 ‘
Glu Ala His Gln Ser Glu Ile Ala His Arg Phe Asn Asp Leu Gly Glu
1 5 ' 10 15

Glu His Phe Arg Gly Leu val Leu val Ala Phe ser Gln Tyr Leu Gln
20 30 ,

Gln Cys

<210> 63
<211> 35
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 63
Cys Thr val Ala ger‘ Leu Arg Asp Lys Tyr Gly Glu Met Ala ﬁp Cys
1 10
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Cys Glu Lys Iz.%)/s Glu Pro Glu Arg /;gn Glu Cys Phe Leu %n His Lys

Asp Asp Asn
35

<210> 64
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 64
/isn Glu Gln Arg |5>he Leu Gly Lys Tyr ll_(e)u Tyr Glu Ile Ala égg Arg

His Pro Tyr phe Tyr Ala Pro Glu Leu Leu Tyr Tyr Ala Glu
20 25 30

<210> 65
<211> 31
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 65
%ys Ala Asp Asp érg Ala Asp Leu Ala %s Tyr 1le Cys Glu ﬁn.mn

Asp ser Ile Ser Thr Lys Leu Lys Glu Cys Cys Gly Lys Pro val
20 25 30

<210> 66
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 66
val Glu Asp Lys gw val Cys Lys Asn Tyr Gln Glu Ala Lys ﬁp val
1 10

Phe Leu Gly Thr phe Leu Tyr Glu Tyr Sser Arg Arg His Pro
20 25 30

<210> 67
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 67
lieu Ala Lys Glu Tyr Glu Ala Thr Leu Glu Lys Cys Cys Ala ‘{iswr Asp
: 5 10

Asp Pro Pro Ala Cys Tyr Ala His val Phe Asp Glu Phe Lys
20 25 30
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<210> 68
<211> 30
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 68
Glu Lys GIn Ile Lys Lys Gln Ser Ala Leu val Glu Leu Leu Lys His
1 5 10 15

Lys Pro Lys Ala Thr Glu Glu GlIn Leu Lys Thr val Met Gly
- 20 25 30

<210> 69
<211> 30
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 69
\lla'l Asp Lys Cys (5:ys Ala Ala Glu Asp %s Glu Ala Cys phe ?}a Glu

Glu Gly pPro Lys Leu val Ala Ala Ala GIn Ala Ala Leu Ala
20 25 30

<210> 70
<211> 42
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 70
(iys Pro Phe Glu lgsp His val Lys Leu \1/81 Asn Glu val Thr Glu phe

Ala Lys Gly Cys val Ala Asp Gln Ser Ala Ala Asn Cys Glu Lys Ser
20 25 30

Leu His Glu Leu Leu Gly Asp Lys Leu Cys
35 : 40

<210> 71
<211> 41
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 71
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Cys Phe Leu Gin His Lys Asp Asp Asn Pro Gly Phe Gly Gln Leu val
1 5 . 10 15
Thr Pro.G1u %a Asp Ala Met Cys 12’2r Ala Phe His Glu ?(s)n Glu GIn

Arg phe Leu Gly Lys Tyr Leu Tyr Glu
35 40

<210> 72
<211> 42
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 72
§1u Glu Tyr Lys ?1y val pPhe Thr Glu g%s Ccys Glu Ala Ala ?gp Lys

Ala Ala Cys Lgu Thr Pro Lys val ggp Ala Leu Arg Glu 13:565 val tLeu
2

Ala Ser Ser Ala Lys Glu Arg Leu Lys Cys
35 40

<210> 73
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 73
Cys Ala Ser Leu §1n Lys Phe Gly Glu é\.(r;g Ala Phe Lys Ala ‘{rp ser
1 5

val Ala Arg Leu Ser Gln Lys Phe Pro Lys Ala Glu Phe Ala Glu 1le
20 v 25 30

ser Lys Leu val Thr Asp
35

<210> 74
<211> 38
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 74
;he Ala Glu 1le ?er Lys Leu val Thr /igp Leu Ala Lys Ile ?155 Lys

Glu Cys Cys His Gly Asp Leu Leu G?;u Cys Ala Asp Asp /;(r)‘g Ala Asp
20 2

Leu Ala |§}5,S Tyr Ile Cys

<210> 75
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<211> 38
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 75 '
Cys Gly Lys Pro Val Leu Giu Lys Ser His Cys Ile Ser Glu val Glu
1 ) 10

Arg Asp Glu Leu Pro Ala Asp Leu Prs*o pPro Leu Ala val Asp Phe val
20 2

Glu Asp lg)sts Glu val cys

<210> 76
<211> 42
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 76
Eys Glu Leu pPhe ?'Iu Lys Leu Gly Glu ']I:%r' Gly Phe GlIn Asn :/ga Leu

Leu val Arg Tyr Thr Lys Lys val Pro GIn val ser Thr 250 Thr Leu
20 25

val Glu val Ser Arg Ser Leu Gly Lys val
35 40

<210> 77
<211> 39
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 77
cl:ys Thr His Pro <551u Ala Glu Arg Leu igr Cys Ala Glu Asp R/r Leu

Ser val val Leu Asn Arg Leu Cys stﬂ Leu His Glu Lys Thr Pro val
20 2 30

Ser Glu ggg val Thr Lys Cys

<210> 78
<211> 42
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Fel d 2

<400> 78
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Cys Thr Glu Ser Leu val Asn Arg Arg Pro

1 5 10

val Asp Glu Thr Tyr val Pro Lys Glu Phe
20 25

phe His Ala Asp Leu Cys Thr Leu Pro Glu
35 40

<210> 79
<211> 40
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de ole e 1

<400> 79
g'lu Asp Ile Pro GIn Pro Pro val Ser Gln
5

val Tyr Cys ,tz\(s)p Thr Cys Arg Ala g;y Phe

Phe Ile Pro Gly Ala Ser Leu Arg
35 : 40

<210> 80
<211> 31
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de ole e 1

<400> 80 v
Gly Ala Ser Leu Arg Leu GIn Cys Lys Asp
1 5 10

Thr phe Thr Glu val Gly Tyr Thr Arg Ala
20 25.

<210> 81

<211> 37

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de ole e 1

<400> 81
Gly Leu Tyr Ser Met Leu val Glu Arg Asp
1 5 10

Glu Ile Thr Leu Ile Ser Ser Gly Arg Lys
20 25

Thr Glu g;y Trp Ala

<210> 82
<211> 35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Cys Phe Ser Ala igu Gln

ser Ala Glu ;gr phe Thr

Phe His ITe GIn g;y Gin~

ITe Thr Glu Leu Ser Glu
30 ‘

Lys Glu Asn Gly /ﬁp val

Glu Gly Leu Tyr Ser
30

His Lys Asn Glu Phe Cys
1

Asp Cys Asn g'lu ITe Pro
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<223> Molécula hiperalergénica derivada de ole e 1

<400> 82
g’ly Arg Lys Asp gys Asn Glu ITe Pro Thr Glu Gly Trp Ala L)S's Pro
. 10 : 1

Ser Leu Lys Phe Lys Leu Asn Thr val Asn Gly Thr Thr Arg Thr val
20 25 .30

Asn Pro Leu
35

<210> 83
<211> 39
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de ole e 1

<400> 83
lieu Asn Thr val ésn Gly Thr Thr Arg Thr val Asnh Pro Leu %y Phe
10

Phe Lys Lys Glu Ala Leu Pro Lys Cys Ala Gln val Tyr Asn Lys Leu
, 20 : 25 30

Gly Met 13'%'r Pro Pro Asn Met

<210> 84
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Par j 2

<400> 84
g]y Glu Glu Ala gys Gly Lys val val %n Asp Ile Met Pro (1:)515 Leu

His Phe val Lys Gly Glu Glu Lys Glu Pro Ser Lys Glu Cys
20 25 30

<210> 85
<211> 36
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Par j 2

<400> 85
gys Leu His Phe \5/a1 Lys Gly Glu Glu Ii%/)s Glu Pro Ser Lys %u cys

Cys Ser Gly Thr Lys Lys Leu Ser Glu Glu val Lys Thr Thr Glu Gln
20 25 30

Lys Arg Glu Ala
35

<210> 86
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<211> 37
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Par j 2

<400> 86
Cys Cys Ser Gly Thr Lys Lys Leu Ser Glu Glu val Lys Thr Thr Glu
1 5 10 15

GIn Lys Arg Glu Ala Cys Lys Cys Ile val Arg Ala Thr Lys Gly Ile
20 25 30

Ser Gly Ile Lys Asn
35

<210> 87
<211> 37
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Par j 2

<400> 87
Glu Leu val Ala Glu val Pro Lys Lys Cys Asp Ile Lys Thr Thr Leu
1 5 10 15

Pro Pro Ile Thr Ala Asp Phe Asp Cys Ser Lys Ile GIn Ser Thr Ile
20 25 30

Phe Arg §1y Tyr Tyr
5

<210> 88
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 1

<400> 88
Thr Asn -Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu
1 5 ' : 10 15

Arg GIn Met Arg Thr val Thr Pro Ile Arg Met Gin Gly Gly
20 25 30

<210> 89
<211> 33
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 1

<400> 89
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Asn Gln Ser Leu ésP Leu Ala Glu G1n Glu Leu val Asp Cys Tsa ser

1 . ;

Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr %}e Pro Arg Gly Ile %u Tyr Ile
20 ' .

GlIn

<210> 90
<211> 31
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 1

<400> 90
His Asn Gly val val GIn Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr val Ala i‘gg Glu
1 5 : 10 ‘

GIn Ser cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly ITe Ser Asn
20 25 30

<210> 91
<211> 37
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 1

<400> 91
érg Glu GlIn ser gys Arg Arg Pro Asn %a GIn Arg Phe Gly ﬂe ser

Asn Tyr Cys %n Ile Tyr Pro Pro é\gn val Asn Lys Ile As\(r)'g Glu Ala

Leu Ala GIn Thr His
: 35

<210> 92
<211> 31
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 1

<400> 92
liys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr é(s)p Gly Arg Thr Ile ﬂe Gin
5

Arg Asp Asn Gly Tyr GIn Pro Asn Tyr His Ala val Asn Ile val
20 25 30

<210> 93
<211> 33
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 1
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<400> 93 ,
g1y Arg Thr Ile §1e GIn Arg Asp Asn g&y Tyr Gln Pro Asn Igr His

Ala val Asn %e val Gly Tyr Ser /é\gn Ala GIn Gly val /;(sip Tyr Trp

Ile

<210> 94
<211> 34
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 1

<400> 94
\1/a1 Gly Tyr Ser Asn Ala GIn Gly val Asp Tyr Trp Ile val égg Asn
5 10

Ser Trp Asp Egr Asn Trp Gly Asp /Z\En Gly Tyr Gly Tyr glae Ala Ala

Asn ile
<210> 95
<211> 35
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 1

<400> 95
val Arg Asn Ser Trp Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr %y TYyr
1 5 10

Phe Ala Ala Asn Ile Asp Leu Met hzllgt Ile Glu Glu Tyr 550 Tyr val
20 ’

val Ile Leu
35

<210> 96
<211> 33
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 2

<400> 96
/1\sp Gln val Asp \5/a1 Lys Asp Cys Ala /i(s)n His Glu Ile Lys Ii)s/s val

Leu val Pro Gly Cys His Gly Ser Glu Pro Cys Ile Ile His Arg Gly
. 20 25 30

Lys

<210> 97

<211> 31

78



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2541311 T3

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 2

<400> 97
Cys His Gly Ser Glu Pro Cys Ile Ile His Arg Gly Lys Pro irsle Gln
1 5 10

Leu Glu Ala val Phe Glu Ala Asn GIn Asn Ser Lys Thr Ala Lys
20 25 30

<210> 98
<211> 32
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 2

<400> 98
?u Ala Ash Gln /;sn Ser Lys Thr Ala li)és Ile Glu Ile Lys /ﬂa Ser

ITe Glu Gly Leu Glu val Asp val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys
20 25 30

<210> 99
<211> 42
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 2

<400> 99
g'lu val Asp val l;rp Gly Ile Asp Pro é(s)n Ala Cys His Tyr l\lll?t Lys

Cys Pro Leu \Z/S'I Lys Gly Gin GIn '{)S/r' Asp Ile Lys Tyr 'glar Trp Ile

val Pro Lys Ile Ala Pro Lys Ser Glu Ash
35 40

<210> 100
<211> 32
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 2

<400> 100
Ala Pro Lys Ser g'lu Asn val val val Thr val Lys val Met %y Asp
1 10

Asn Gly val |2_8u Ala cys Ala Ile /2\1a Thr His Ala Lys %e Arg Asp

<210> 101
<211> 35
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 5

<400> 101
Met Glu Asp Lys Lys His Asp Tyr Gln A(s)n Glu Phe Asp Phe Il_-csau Leu
1 5 1

Met Glu Arg Ile His Glu GIn ITe Lys Lys Gly Glu Leu Ala Leu Phe
20 25 30
Tyr Leu Gln
, 35

<210> 102
<211> 36
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 5

<400> 102
Lys Lys Gly Glu Leu Ala Leu Phe Tyr Leu GIn Glu Gln Ile Asn His
1 5 10

Phe Glu Glu Lys Pro Thr Lys Glu Met Lys Asp Lys Ile val Ala Glu
20 25 " 30

Met Asp Thr Ile
35

<210> 103
<211> 31
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 5

<400> 103
Asp Gly val Arg Gly val Leu Asp Arg igu Met Gln Arg Lys ﬁp Leu
1 5

Asp Ile phe Glu GIn Tyr Asn Leu Glu Met Ala Lys Lys Ser Gly
20 25 30

<210> 104
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 5

<400> 104
Asp Leu Asp Tle l;he Glu Gln Tyr Asn ]l:gu Glu Met Ala Lys %’s ser
1

Gly Asp Ile lz_gu Glu Arg Asp Leu 12_3515 Lys Glu Glu Ala ggg val Lys

Lys Ile Glu val
35
<210> 105
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<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 7

<400> 105
Asp Pro Ile His Tyr Asp Lys Ile Thr Glu Glu Ile Asn Lys Ala val
1 5 10 15

Asp Glu Ala val Ala Ala Ile Glu Lys Ser Glu Thr Phe Asp
20 25 30

<210> 106
<211> 31
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 7

<400> 106
Xa] Ala Ala Ile §1u Lys Ser Glu Thr ige Asp Pro Met Lys ¥§1 Pro

Asp His Ser Asp Lys Phe Glu Arg His Ile Gly Ile Ile Asp Leu
. 20 25 30

<210> 107
<211> 31
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 7

<400> 107
Leu Lys Gly Glu !geu Asp Met Arg Asn Ile Gln val Arg Gly ieu Lys
1 10 ' 5

GIn Met Lys Arg val Gly Asp Ala Asn val Lys Ser Glu Asp Gly
20 25 30

<210> 108
<211> 36
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 7

<400> 108
\1/a1 His Asp Asp \Sla'l val Sser Met Glu "{yr Asp Leu Ala Tyr li)s/s Leu
0

Gly Asp Leu %s Pro Asn Thr His val ITle Ser Asp Ile g'(l)n Asp Phe

val val Glu Leu
35

<210> 109
<211> 31
<212> PRT
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<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 7

<400> 109

Leu Ser Leu Glu val ser Glu Glu Gly Asn Met Thr Leu Thr Ser pPhe
1 5 10 15

Glu val Arg GIn Phe Ala Asn val val Asn His Ile Gly Gly Leu
20 25 30

<210> 110
<211> 34
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 7

<400> 110
Leu Ser Asp val Leu Thr Ala ITe Phe GIn Asp Thr val Arg ?;a Glu
1 - 5 10 .

Met Thr Lys \2/81 Leu Ala Pro Ala ;I;e Lys Lys Glu Leu g'(l)u Arg Asn

Asn Gin

<210> 111
<211> 35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 10

<400> 111
Met Glu Ala ITe Lys Lys Lys Met GIn Ala Met Lys Leu Glu I]__ys Asp
1 : 5 10 5

Asn Ala Ile Asp Arg Ala Glu Ile Ala Glu GIn Lys Ala Arg Asp Ala
20 25 30

Ash Leu Arg
35

<210> 112
<211> 35
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 10

<400> 112
/fa Glu Lys Ser g]u Glu Glu val Arg A})a Leu Gln Lys Lys ﬂe Gin
1

Gin Ile Glu Asn Glu Leu Asp GIn val GIn Glu GIn Leu Ser Ala Ala
20 25 30

Asn Thr Lys
35
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<210> 113
<211> 40
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 10

<400> 113
Eeu Glu Glu Lys <5ﬂu Lys Ala Leu GIn Igr Ala Glu Gly Asp \{asﬂ Ala

Ala Leu Asn Arg Arg Ile GIn Leu Ile Glu Glu Asp Leu Glu Arg Ser
‘ 20 25 30

Glu Glu Arg Leu Lys Ile Ala Thr
35 40

<210> 114
<211> 35
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 10

<400> 114
é‘la Lys Leu Glu gﬂu Ala Ser GIn Ser ?;I)a Asp Glu Ser Glu g\_gg Met

Arg Lys Met ligu Glu His Arg Ser :515e Thr Asp Glu Glu %Bg Met Glu

Gly Leu Glu
35

<210> 115
<211> 31
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 10

<400> 115
grg Met Glu Gly Igeu Glu Asn Gln Leu li%/)s Glu Ala Arg Met %t Ala

Glu Asp Ala Asp Arg Lys Tyr Asp Glu val Ala Arg Lys Leu Ala
20 25 30 ,

<210> 116
<211> 31
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 10

<400> 116
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Asp Leu Glu Arg Ala Glu Glu Arg Ala Glu Thr Gly Glu Ser Lys Ile
1 ' 5 10 15

val Glu Leu Glu Glu Glu Leu Arg val val Gly Asn Asn Leu Lys
20 25 30

<210> 117
<211> 41
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 10

<400> 117
ser Glu Glu Lys Ala GIn Gln Arg Glu Glu Ala His Glu GIn GlIn Ile
1 5 10 15

Arg Ile Met Thr Thr Lys Leu Lys Glu Ala Glu Ala Arg Ala Glu phe
20 25 30

Ala Glu Arg Ser val GIn Lys Leu GIn
35 . 40

<210> 118
<211> 35
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 10

<400> 118
Gln Lys Glu val Asp Arg Leu Glu Asp Glu Leu val His Glu Lys Glu
1 5 10 15

Lys Tyr Lys Ser Ile Ser Asp Glu Leu Asp Gln Thr Phe Ala Glu Leu
20 25

Thr Gly Tyr
35

<210> 119
<211> 35
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 21

<400> 119
Met Phe ITe val Gly Asp Lys Lys Glu Asp Glu Trp Arg Met Ala Phe
1 : 5 10 .15

Asp Arg Leu bzdgt Met Glu Glu Leu g;u Thr Lys Ile Asp ggn val Glu

Lys Gly Leu
35 .

<210> 120
<211> 37
<212> PRT
<213> Attificial

84



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2541311 T3

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 21

<400> 120
Ley His Leu Ser g'lu GIn Tyr Lys Glu Leu Glu Lys Thr Lys ier Lys
1 10 : 5

Glu Leu Lys Glu GIn Ile Leu Arg Glu Leu Thr Ile Gly Glu Asn Phe .
20 25 30

Met Lys Gly Ala Leu
35

<210> 121
<211> 31
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 21

<400> 121
§1y Ala Leu Lys ghe Phe Glu Met Glu ?ja Lys Arg Thr Asp igu Asn
' 0

Met Phe Glu Arg Tyr Asn i’yr' Glu phe Ala Leu Glu Ser Ile Lys
: 20 25 30

<210> 122
<211> 33
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Der p 21

<400> 122
Iyr Asn Tyr Glu l;he Ala Leu Glu ser ﬂ)e Lys Leu Leu ITe Ii)s/s Lys

Leu Asp Glu Leu Ala Lys Lys val |2_)5/s Ala val Asn Pro g(s)p Glu Tyr
20

Tyr

<210> 123
<211> 32
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada del clon 30

<400> 123
Met Ala Asn Asp Asn Asp Asp Asp Pro Thr Thr Thr val His Pro Thr
1 . 5 10 15

Thr Thr Glu ggn Pro Asp Asp Lys gge Glu Cys Pro Ser ggg Phe Gly

<210> 124
<211> 34
<212> PRT
<213> Attificial
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<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada del clon 30

<400> 124
liro Thr Thr Thr §1u GIn Pro Asp Asp Lys Phe Glu Cys Pro Ser Arg
10 15

Phe Gly Tyr gge Ala Asp Pro Lys Qgp Pro His Lys Phe g%r Ile Cys

Ser Asn

<210> 125
<211> 39
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada del clon 30

<400> 125
§1y Tyr phe Ala /;sp Pro Lys Asp Pro TOS Lys Phe Tyr Ile %/s ser

Asn Trp Glu Ala val His Lys Asp %{s Pro Gly Asn Thr ggg Trp Ash
20

Glu Asp §15u Glu Thr cys Thr

<210> 126
<211> 30
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Bet v 1

<400> 126
Leu Phe Pro Lys val Ala Pro GIn Ala ige Ser ser val Glu ﬁgn Ile
1 5

Glu Gly Asn Gly Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe
20 25 30

<210> 127
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Bet v 1

<400> 127
Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser ilae Pro Glu Gly prhe ;go Phe
1 5

Lys Tyr val Lys Asp Arg val Asp Glu Val Asp His Thr Asn
20 25 30

<210> 128
<211> 30
<212> PRT

86



10

15

20

25

30

35

40

ES 2541311 T3

<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Bet v 1

<400> 128
val Asp Wis Thr Asn Phe Lys Tyr Asn I%r Ser val Ile Glu ggy Gly
1 5

Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu Lys Ile Ser Asn Glu Ile Lys
20 25 30

<210> 129

<211> 35

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada la cadena 1 de Fel d 1

<400> 129
g1u Ile Cys Pro Ala val Lys Arg Asp val Asp Leu Phe Leu Thr Gly
5 10 15

Thr Pro Asp <2;2)u Tyr val Glu Gln \2/§1 Ala GIn Tyr Lys gga Leu Pro

val val Cys
35

<210> 130
<211> 36
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada la cadena 1 de Fel d 1

<400> 130
keu Glu Asn Ala érg Ile Leu Lys Asn %s val Asp Ala Lys hldgt Thr

Glu Glu Asp %S Glu Asn Ala Leu ggr Leu Leu Asp Lys :3[2)e Tyr Thr

Ser Pro Leu Cys
35

<210> 131
<211> 35
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada la cadena 2 de Fel d 1

<400> 131
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val Lys Met Ala ITe Thr Cys Pro Ile Phe Tyr Asp val Phe Phe Ala
1 5 10 15

val Ala Asn %y Asn Glu Leu Leu lieSzu Asp Leu Ser Leu Thr Lys val
30

Asn Ala Cys .
35

<210> 132
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada la cadena 2 de Fel d 1

<400> 132
'{hr Glu Pro Glu érg Thr Ala Met Lys li%s Ile Gln Asp Cys 11'35/r val

Glu Asn Gly Leu Ile Ser Arg val Leu Asp Gly Leu val Cys
20 25 30 .

<210> 133
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada la cadena 2 de Fel d 1

<400> 133
gys Met Thr Thr g]e ser Ser Ser Lys ﬁ(s)p Cys Met Gly Glu /]iﬂsa val

GIn Asn Thr val Glu Asp Leu Lys Leu Asn Thr teu Gly Arg
20 25 30

<210> 134
<211> 32
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Phl p 5

<400> 134
(1:ys Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe %a Glu Gly Leu Ser ﬂy Glu
: 5

Pro Lys Gly 5\(1)& Ala Glu Ser ser geszr Lys Ala Ala Leu ;Iar‘ ser Lys

<210> 135
<211> 34
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Phl p 5

<400> 135
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Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly
1 5 10 15

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Glu Ala Ala Pro Ala Gly
20 25 30
Lys CysS

<210> 136
<211> 32
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Phl p 5

<400> 136
Q1a Tyr Lys Leu §1a Tyr Lys Thr Ala ggu Gly Ala Thr Pro g}u Ala

Lys Tyr Asp gga Tyr val Ala Thr Egu Ser Glu Ala Leu ggg Ile Cys

<210> 137
<211> 31
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Phl p 5

<400> 137
Cys Glu Ala Ala l;he Asn Asp Ala Ile li%s Ala ser Thr Gly %y Ala
1

Tyr Glu Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala val Lys
20 C 25 30

<210> 138
<211> 33
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Phl p 5

<400> 138 ‘
‘{hr‘ val Ala Thr ,§1a Pro Glu val Lys %r Thr val Phe Glu Ilgr Ala

Leu Lys Lys é&a Ile Thr Ala Met ggr Glu Ala GlIn Lys ééa Ala Lys

cys
<210> 139
<211> 38
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Molécula hiperalergénica derivada de Phl p 5

<400> 139
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Cys Ala Glu Glu val Lys val Ile Pro Ala Gly Glu Leu Gln val Ile
1 5 10 ' 15
Glu Lys val lssp Ala Ala Phe Lys.\zlg"l Ala Ala Thr Ala %a Asn Ala

Ala Pro /_;ga Asn Asp Lys

<210> 140
<211>70
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Alérgeno del clon 30 de Dermatophagoides pteronyssinus

<400> 140
n{et Ala Asn Asp ésn Asp Asp Asp Pro '{gr Thr Thr val His igo Thr

Thr Thr Glu Gln Pro Asp Asp Lys Phe Glu Cys Pro Ser Arg Phe Gly
20 25 30
Tyr Phe Ala Asp Pro Lys Asp Pro His Lys Phe Tyr Ile Cys Ser Asn
35 40 45
Trp gz)u Ala val His Lys égp Cys Pro Gly Asn Thr Arg Trp Asn Glu
60

Asp Glu Glu Thr Ccys Thr
65 70

<210> 141
<211> 37
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido derivado de Phlp 5

<400> 141
cys phe val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala phe iﬂa Glu
1 5 10 5

Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser Lys Ala
. 20 25 30

Ala Leu gl;r Ser LyS

<210> 142
<211>29
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Péptido derivado de Phl p 5

<400> 142
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Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly
1 5 10 15

Tyr Thr Pro Aga Thr Pro Ala Ala Pgo Ala Glu Ala Cys
2 2
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REIVINDICACIONES

Proteina hipoalergénica para su uso en el tratamiento o la prevencion de una alergia en un ser humano o
animal que consiste en al menos una molécula hipoalergénica derivada de un alérgeno, que se fusiona con
al menos una segunda proteina no alergénica, en la que la al menos una molécula hipoalergénica derivada
de un alérgeno muestra una capacidad de union a IgE reducida en al menos el 50% y una reactividad frente
a células T reducida en al menos el 30% en comparacion con el alérgeno de tipo natural y en la que la al
menos una segunda proteina es una proteina viral.

Proteina hipoalergénica para el uso segun la reivindicacién 1, caracterizada porque la proteina viral es una
proteina de cépside.

Proteina hipoalergénica para el uso segun la reivindicacién 1 6 2, caracterizada porque la al menos una
proteina viral se deriva de un virus patégeno humano, preferiblemente un virus de la familia de picornavirus.

Proteina hipoalergénica para el uso segun la reivindicacion 3, caracterizada porque el virus de la familia de
picornavirus es del género de rinovirus, preferiblemente de la especie de rinovirus humanos, en particular
rinovirus humano 89 6 14.

Proteina hipoalergénica para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada
porque el alérgeno se selecciona del grupo que consiste en alérgenos del polen de abedul principales, en
particular Bet v 1 y Bet v 4, alérgenos del polen de hierba timotea principales, en particular Phl p 1, Phl p 2,
Phlp 5, Phlp 6 y Phlp 7, alérgenos de acaro del polvo doméstico principales, en particular Der p 1, Der p 2,
Der p 5, Der p 7, Der p 10, Der p 21 y clon 30, alérgeno de gato principal Fel d 1 y Fel d 2, alérgenos de
abeja principales, alérgenos de avispa principales, profilinas, especialmente Phl p 12, alérgenos de olivo,
especialmente Ole e 1, alérgenos de Parietaria judaica, especialmente Par j 2, alérgenos de ambrosia,
especialmente Amb a 1, alérgenos del polen de artemisa, especialmente Art v 1, y alérgenos de acaro de
almacenamiento, especialmente Lep d 2, Alta 1, Alta 2, Alta 6, Canf 1, Can f 2.

Proteina hipoalergénica para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada
porque la al menos una molécula hipoalergénica derivada de un alérgeno es un fragmento de alérgeno
compuesto por los aminoacidos 151 a 177, 87 a 117, 1 a 30, 43 a 70 6 212 a 241 de Phl p 1, los
aminodcidos 93 a 128, 98 a 128, 26 a 53, 26 a 58, 132 a 162, 217 a 246, 252 a 283 6 176 a 212 de Phl p 5,
los aminoacidos 1 a 34 6 35 a 70 de la cadena 1 de Fel d 1, los aminoacidos 1 a 34, 35a 63 6 64 a 92 de la
cadena 2 de Fel d 1, los aminoacidos 30 a 59, 50 a 79 6 75 a 104 de Bet v 1, los aminoéacidos 1 a 33, 21 a
51,42 a 73,62 a 103 6 98 a 129 de Der p 2, los aminodacidos 1 a 30, 20 a 50, 50 a 80, 90 a 125, 125 a 155
6 165 a 198 de Der p 7, los aminoacidos 1-35, 36-70, 71-110, 111-145, 140-170, 175-205, 210-250 6 250-
284 de Der p 10, los amino&cidos 1 a 35,35 a 72, 70 a 100 6 90 a 122 de Der p 21, los aminoacidos 1 a 32,
15 a 48 6 32 a 70 del clon 30, los aminoacidos 19 a 58, 59 a 95, 91 a 120 6 121 a 157 de Alt a 1, los
aminoacidos 31 a 60, 45 a 80, 60 a 96 6 97 a 133 de Par j 2, los aminoacidos 1 a 40, 36 a 66, 63 a 99, 86 a
120 6 107 a 145 de Ole e 1, los aminoacidos 25 a 58, 99 a 133, 154 a 183, 277 a 307, 334 a 363, 373 a
402, 544 a 573, 579 a 608, 58 a 99, 125 a 165, 183 a 224, 224 a 261, 252 a 289, 303 a 340, 416 a 457, 460
a 500 6 501 a 542 de Fel d 2, los aminoacidos 19 a 58, 52 a 91, 82 a 119, 106 a 144 6 139 a 180 de Can f
2, los aminoacidos 19 a 56, 51 a 90, 78 a 118, 106 a 145 6 135-174 de Can f 1, los aminoécidos 27 a 70, 70
a 100 6 92 a 132 de Art v 1, los aminoacidos 31 a 70, 80 a 120, 125 a 155, 160 a 200, 225 a 263, 264 a
300, 305 a 350 6 356 a 396 de Amb a 1, los aminoéacidos 1 a 34, 35 a 74, 74 a 115, 125 a 165, 174 a 213,
241 a 280, 294 a 333, 361 a 400 6 401 a 438 de Alt a 6, los aminoacidos 1 a 40, 41 a 80,81 a 1206 121 a
160 de Alt a 2.

Proteina hipoalergénica para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada
porque la proteina hipoalergénica se administra a un individuo en la cantidad de 0,01 mg/kg de peso
corporal a 5 mg/kg de peso corporal, preferiblemente de 0,1 mg/kg de peso corporal a 2 mg/kg de peso
corporal.
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Promotor de T7
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Fig. 1B
MCS pBOVP1:

5 AR _
5'. TAAGAAGGAGATATACTTAAGATG AAC CCA GTT GAA AAT TAT ATA GAT

inicio N P VvV E N Y I D

AGT GTA TTA AAT GAA GTT CTT GTG GTG CCA AAT ATC CAA CCT AGC ACA
S v L N E V L V V¥ P N | Q P S5 T
TCT GTG TCA AGT CGT GCA GCG CCT GCA TTG GAT GCT GCG GAA ACC
S V 5 S H A A P A L D A A E T
GGA CAC ACC AGC TCT GTT CAA CCT GAA GGT ATG ATT GAA ACT AGA
G H T 8 8 VvVaQ@Q P E D M 1 E T R
TAT GTT ATA ACT GAT CAA ACA AGG GAT GAA ACA AGT ATT GAG AGT TTC
Y v | T bQ@Q T R D E T 8 1 E S F
TTAGGT AGG TCA GGG TGT _ATC GCT ATG ATA GAATTT AAT ACA AGT AGT
L G R $ 6 C I A M | E F N T s s
GAT AAA ACT GAA CAT GAT AAA ATT GGT AAA GGA TTC AAA ACA TGG AAG
O K T E H D K I 66 K G F K T W K
GTT AGT CTT CAA GAA ATG GCA CAA ATC AGA AGA AAA TAT GAA TTATTC
} 8§ LQ E M A @ I R R K Y E L F
ACA TAT ACA AGA TTT GAT TCA GAG ATA ACA ATA GTC ACT GCA GCC GCA
T ¥Y T R F DS E {+ T 1 VvV T A A A
GCT CAA GGA AAT GAT AGT GGA CAT ATA GTA TTG CAA TTT ATG TAT GTA
A°Q 6 D D S G H I V L @ FM Y V
CCC CCA GGA GCA CCT GTC CCC GAA AAA CGT GAT GAT TAC ACA TGG
P P G A P V P E K RE D DY T W
CAA TCA GGA ACA AAT GCA TCT GTG TTC TGG CAA GAA GGA CAA CCA
Q 8§ 6 T N A 5 ¥V F W Q@ E G @ P
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Fig. 1B cont.

TAC CCC AGATTC ACAATC CCTTTT ATG AGC ATT GCA TCA GCC TAT TAC
Y P R F T I P FM 8 | A 8§ A Y Y
ATG TTT TAT GAT GGT TAT GAT GGT GAT AGT GCA GCA TCA AAA TAC GGT
M F vy D 6 Y D GG D 8§ A A 8§ K Y G
TCT GTA GTC ACT AAT GAT ATG GGA ACC ATATGT GTT AGA ATA GTG ACA
SVVTN'DMG.TICVRIVT
TCC AAC CAA AAA CAT GAT TTA AAT ATT GTG TGC CGC ATT TAC CAC AAG
S N Q@ K H D LN 1 V C R I Y H .K
GCC AAA CAT ATAAAA GCATGG GT CCT CGC CCA CCAAGG GCTGTT GCGC
A K H | K A W C P R P P R A V A
TAT CAA CAC ACA CAC TCA ACC AAT TAC ATA CCA TCC AAT GGT GAG GCC
Y @ H T I—I S T N Y | P 8 N G E A
ACA ACT CAG ATT AAAACCAGACCTGATGTT TTIT " T 14", ACA AAC GTC
T T & ¢ K T R P D Y F F 6 T N V¥V
CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA GAA TTC TGC AGA TAT CCA TCA CAC

H H H H H HIEME R ECORV

TGG CGG CCG CTC GAG CAG ATC CGG CTG CTA ACA AAG CCC GAA AGG

Notl

AAG CTG AGT TGG CTG CTG CCA CCG CTG AGC AAT AAC TAG .. &'
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Fig. 12A

Fig. 128

Reactividad de IgG frente a rPhl p 5 unido a ELISA de conejos inmunizados con péptido

104

2,5
é = =i P1-KLH
I.: 1.5 - —l— P2-KLH
E ' e P3-HLH
® 1. —t— P4-KLH
g —#— P5-KLH
Q o5 - ~—de— P6-KLH
0
1 2 3
Muestra de sangre
Fig. 13




ES 2541311 T3

pacienta 1

10 1 o1 o 0.001
pafml

paciente 2

—+—FPnlp s
o MEzcla de
péphidos
&0

IE

—3 - antkgE

10 1 01 0.m 0001

paciente 3

——Fhip 5

aMezcla de
péptidos
=

&
—a-— anki-igE

10 1 0.9 0. 0.001
paimi

Fig. 14

105



ES 2541311 T3

A T
ik e S e

@1.250/p
=0.69p
0 0,3up

[o1 259
a8 0.59p
a0.3p

Fig. 15

106



ES 2541311 T3
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Fig. 23
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