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DESCRIPCION
Variantes hipoalergénicas de PHL P 5, el principal alérgeno de Phleum prJZatense

La presente invencion proporciona variantes hipoalergénicas de Phl p 5, moléculas de acido nucleico que las codifican,
las composiciones farmacéuticas que los contienen, y su uso en la inmunoterapia de enfermedades alérgicas causadas
por el polen de Phleum pratense.

Antecedentes de la invencion

Las alergias son causadas por una anormalidad en el sistema inmune que reacciona produciendo anticuerpos IgE frente
a proteinas que, por si mismas, son totalmente inofensivas y estan contenidas principalmente en los pdlenes, acaros,
epitelios, y algunos alimentos.

Estimaciones recientes muestran que mas del 25% de las personas en los paises industrializados se ven afectadas por
esta enfermedad, que, persistiendo en el tiempo, puede inducir el empeoramiento de los sintomas (por ejemplo,
aparicion de asma) y sensibilizacién a otros alérgenos, haciendo de este modo mas complicada la eleccion de la terapia
mas apropiada (1).

Una inmunoterapia especifica de hiposensibilizacion (SIT), a diferencia de una terapia farmacoldgica, es la unica forma
de tratamiento etiologico de las enfermedades alérgicas que es capaz de afectar positivamente algunos parametros
inmunoldgicos que son la base de la enfermedad.

Una SIT consiste en la administracion de dosis crecientes de extractos estandarizados (vacunas) obtenidos de la misma
sustancia que causa la enfermedad. De esta forma, se induce gradualmente en los pacientes una especie de "tolerancia
inmunoldégica" hacia dicha sustancia. Esta tolerancia inmunolégica se asocia a una reduccion o incluso la desaparicion
de los sintomas alérgicos.

El riesgo de provocar efectos secundarios que son incluso de naturaleza mas grave (2), también se reduce
considerablemente mediante el uso de vacunas de liberacién lenta o vacunas que se administran por rutas alternativas
a las inyecciones, ha limitado la aplicabilidad de una SIT en la terapia de enfermedades alérgicas. Ademas, como una
SIT se lleva a cabo mediante la administraciéon de una mezcla de proteinas alergénicas y no alergénicas de origen
natural sin tener en cuenta el perfil de sensibilizacion del paciente, pueden surgir nuevas reactividades de IgE a los
alérgenos inicialmente perjudiciales que estan presentes en el extracto.

El éxito de SIT se asocia con una modulacion de la respuesta inmune a las moléculas alergénicas al nivel de células T
auxiliares y por la induccion de bloqueo de anticuerpos IgG especificos para la sensibilizacion de los alérgenos. Estos
anticuerpos (de proteccion) pueden competir con IgE por el antigeno, influyendo la estructura tridimensional de esta
molécula, e inhibiendo la presentacion mediada por IgE de alérgenos a las células T, por lo que interfieren con la
manifestacion crénica de atopia (3).

El desarrollo de vacunas hechas de proteinas recombinantes que tienen menos alergenicidad pero una capacidad
inmunogénica inalterada podria dar lugar a una mejora adicional en el campo de la terapia de enfermedades alérgicas.

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

En el mundo, al menos el 40% de los pacientes alérgicos de tipo 1 estan sensibilizados contra el polen de gramineas de
los géneros que pertenecen a la numerosa familia de Poaceae. Cerca de 20 especies de 9000, de cinco subfamilias, se
considera que son la causa mas frecuente de la alergia al polen de gramineas; la subfamilia Poideae, en particular, es
una de las principales fuentes de alérgenos en las regiones templadas y densamente pobladas en Norteamérica,
Europa y partes del sur de Australia, ya que se encuentra ampliamente distribuida y es capaz de producir grandes
cantidades de polen (4).

Los alérgenos del polen de gramineas se han clasificado en diferentes grupos en funcion de su reactividad cruzada. Se
han descrito hasta 13 familias de alérgenos dentro de la subfamilia Pooideae, de las cuales el grupo 1 y 5 alérgenos
parecen ser los mas clinicamente relevantes, ya que el 95 y hasta el 85% de los pacientes con alergia a gramineas,
respectivamente, son sensibles a ellos. Los anticuerpos IgE contra estas dos clases de alérgenos principales
representan 80% o mas de los IgE especificos en los sueros de los pacientes.
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Los alérgenos del grupo 1 son glicoproteinas con un peso molecular de alrededor de 30-35 kDa, con propiedades
bioquimicas y funcionales similares a las B-expansinas, enzimas que pertenecen a la familia de las cisteina-proteinasas
que participan en los procesos de crecimiento, diferenciacion, fertilizacion y maduracion de los frutos. La secuenciacion
de los alérgenos del grupo 1 de ocho especies ha puesto de manifiesto un nivel del 90% de conservacion de
aminoacidos.

Los alérgenos del grupo 5 son proteinas no glicosiladas con un peso molecular de alrededor de 28-32 kDa, que
comparten un alto grado de identidad de secuencia de aminoacidos (55-80%) que les confiere reactividad cruzada tanto
en el enlazamiento de IgE como de epitopos reactivos de células T; se reporté que uno de sus miembros (Phl p Vb)
tiene actividad de ribonucleasa.

Dentro de la subfamilia Pooideae, el polen de Phleum pratense es el mas estudiado, ya que representa una causa
importante de la rinitis, conjuntivitis y asma bronquial (5); este polen ha sido frecuentemente utilizado como fuente para
el aislamiento y clonacion de alérgenos, y puede ser considerado como representativo de toda la subfamilia y adecuado
para la inmunoterapia especifica de alérgenos contra la alergia a los pélenes de gramineas Poideae (6).

Los dos principales alérgenos en el polen de Phleum pratense son Phl p 1 (cuya secuencia de nucledtidos se identifica
por el GenBank Acceso No. X78813)y Phl p 5 (7).

Phl p 5 esta representado por varias isoformas que se pueden discernir en dos grupos principales denotados a
(AF069470) (8) y b (Z27083). La incubacién de las Phl p 5 naturales, separadas por electroforesis bidimensional, con
anticuerpos IgE especificos revel6 que cada una de las dos isoformas se divide en al menos cuatro isoalérgenos que
tienen epitopos idénticos, pero al menos un epitopo diferente, localizado tanto en el terminal C como en el terminal N de
la molécula.

En afios recientes, la mayor parte de la atencidon se ha centrado en el desarrollo de vacunas mas seguras y mas
eficaces, que consisten en proteinas recombinantes que han experimentado mutagénesis a nivel de los aminoacidos
importantes para en enlazamiento de IgE, a saber variantes hipoalergénicas capaces de influir favorablemente en la
progresion natural de la enfermedad sin causar efectos secundarios no deseados (9).

Se han realizado numerosos estudios para identificar o alterar epitopos de IgE del alérgeno principal Phl p 5 de Phleum
pratense o de las proteinas homologas producidas en otras gramineas pertenecientes a la subfamilia Pooideae.

Con respecto a la isoforma Phl p 5b, se demostré la naturaleza conformacional de algunos epitopos de IgE. El uso de
mutagénesis dirigida al sitio, 10 lisinas expuestas en la superficie de las 12 lisinas localizadas en el medio del terminal C
de la molécula se sustituyeron por alaninas. La capacidad de enlazamiento de IgE del mutante deficiente en lisina
disminuy6 significativamente como lo demuestran los ensayos de inhibicion de ELISA y la estimulacion de basdfilos, y
las pruebas de puncion cutanea in vivo (SPT). La capacidad de inducir anticuerpos IgG especificos se mantuvo sin
cambios lo que demuestra que la sustitucion de aquellos aminoacidos de lisina no obstaculiza la integridad estructural
de la proteina (10).

Schramm y colaboradores (Journal of Immunology, vol. 162 no. 4, 15 de Febrero de 1999, paginas 2406 a 2414)
describen la produccion de algunas variantes (mutantes puntuales y de supresion) de la isoforma Phl p 5b para reducir
la capacidad de enlazamiento de IgE, mientras se conserva la reactividad de las células T. Mas particularmente, la
region 122-164 ha sido reconocida como una region del epitopo de enlazamiento de IgE que es también en parte la
region del epitopo de células T.

La construcciéon de mutantes de Phl p 5b puntuales y de supresion mostré que la capacidad de enlazamiento de IgE de
la molécula se redujo dependiendo de la longitud de la supresion. Se analizaron los mutantes que carecen de partes de
la molécula, como los tramos de aminoacidos 49-133 (DM1), 50-178 (DM2), 153-178 (DM3), 71-91 acoplado con 153-
178 (DM4), o que tienen las siguientes mutaciones puntuales A13C, N32D, N38D, D49L, K50A, A156T, A220T, A241T.
La introduccion de estas mutaciones puntuales o la supresién mas corta DM3 no afecté la capacidad de enlazamiento
de IgE de estas variantes, en contraste las supresiones mas grandes en los mutantes DM2 y DM4 causaron una fuerte
reduccion de la reactividad de IgE in vitro (mediante el ensayo de inhibicién de ELISA y de liberacion de histamina) e in
vivo (SPT). Los mutantes que carecen de epitopos individuales no fueron capaces de inducir la proliferacion de células
T especificas para estos epitopos. EI mejor compromiso se encontré en el caso de DM4 mutante, donde los autores
observaron una reduccién casi completa de la capacidad de enlazamiento de IgE junto con una reactividad total de
células conservadas (11).

Con base en los resultados exitosos obtenidos por Schramm (11) y se probo la alta homologia de secuencia mostrada
por las dos isoformas, el efecto de algunas supresiones estudiadas en Phl p 5b en las regiones correspondientes en la
molécula de Phl p 5a. Se observé que el mutante de supresion doble Phl p 5a A(94-113, 175-198) mostré un enlace de
IgE fuertemente disminuido en el ensayo de inmunotransferencias y pruebas de inhibicién de IgE, y una capacidad
reducida 11,5 veces para activar basofilos en comparacion con la molécula recombinante de tipo silvestre. Los ensayos
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de proliferacion de células T demostraron retencién de la capacidad de estimulacién del mutante de doble supresién. El
mutante caracterizado por una sola supresion A94-113, correspondiente a elix 3 y situado en el terminal N de la
molécula, mostré un enlazamiento reducido de IgE sdélo en un subgrupo de los sueros de pacientes alérgicos y una
capacidad reducida para inducir la liberacién de histamina por baséfilos. La supresion A175-198 solamente localizada
en el terminal C caus6 una mayor reduccion en el enlazamiento de IgE que la supresion A94-113, pero inferior a la de la
doble supresion (12).

Para confirmar la presencia de epitopos importantes en la region del terminal N de Phl p 5a, se caracteriz6 el fragmento
de Phl p 5a (56-165), que comprende alrededor de un tercio de la longitud completa de la molécula. Este estudio
demostré que este fragmento representa una parte inmunodominante del alérgeno y contiene epitopos de IgE, ya que
reacciona fuertemente con IgE de suero del 90% de los pacientes alérgicos al polen de las gramineas analizadas (13).

Con base en estudios de mapeo de epitopos de células By T y en la comparacion de secuencias de alérgenos del
grupo 5 de diferentes gramineas, la secuencia de Lol p 5, el alérgeno del grupo 5 de ballico, fue modificado mediante
mutagénesis dirigida al sitio en cinco dominios altamente conservados (D1-D5). El reemplazo de los aminoacidos K57A
(D1), K172N, F173L, T174A, V175A (D2), A204G, V205A, K206A (D3), G273A (D4), K275A (D5), combinados de
diferentes maneras para obtener multiple mutantes, condujeron a una reduccion de la capacidad de enlazamiento de
IgE y actividad alergénica, como se determina por la liberacion de histamina de los basdfilos y SPT en pacientes
alérgicos, pero no afectd la capacidad de inducir la proliferacion de células T. Este trabajo demostré que un epitopo de
células B inmunodominante en Lol p 5 implica el dominio D2 (14).

La posibilidad de utilizar disefiado moléculas multiméricas modificadas genéticamente que constan de diferentes
alérgenos del mismo organismo o de diferentes organismos para terapia especifica de hiposensibilizacion ha sido
considerada desde hace mucho tiempo como fascinante. Este enfoque permite ensamblar una cantidad de alérgenos en
una sola molécula con la ventaja de producir una Unica preparacion que contiene los alérgenos en una relaciéon molar
precisa.

Se ha demostrado que la inmunogenicidad de dos moléculas hipoalergénicas puede ser aumentada mediante su
ensamblaje como una sola molécula hibrida. En relacién con alergia a las gramineas, la asociacion de Phlp 1y Phlp 5
en una sola molécula hibrida debe representar el repertorio de epitopos T de ambas moléculas, y puede inducir una
fuerte respuesta protectora de IgG contra ambos alérgenos.

Linhart y colaboradores (15) desarrollaron una molécula hipoalergénica modificada genéticamente compuesta de los
alérgenos Phl p 2 y Phl p 6, en donde se rompid la secuencia de nucledétidos de Phl p 2 por fragmentacion, ensamblada
nuevamente en orden alterado y fusionada con una secuencia truncada de Phl p 6. El hibrido retuvo la reduccion de la
reactividad de IgE y la actividad alergénica de sus componentes como se muestra por ELISA y ensayos de activacion
de basdfilos. La inmunizacion de ratones con la molécula hibrida demostré la mayor inmunogenicidad de esta molécula
hibrida, lo que conduce a niveles mas altos de anticuerpos IgG especificos del alérgeno en comparaciéon con los
componentes individuales.

Se desarrollé una molécula modificada genéticamente mediante el ensamblaje de los ADNc que codifican para los
cuatro principales alérgenos de Phleum pratense Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5, Phl p 6. El hibrido contenia la mayoria de los
epitopos de células B de polen de gramineas y podria ser utilizado para el diagndstico de alergias en 98% (n = 652) de
los pacientes alérgicos a estas plantas. La inmunizacion de ratones y conejos con la molécula hibrida indujo una
respuesta mas fuerte y temprana al anticuerpo IgG que mezclas equimolares de los componentes individuales (16). Los
resultados de un trabajo posterior confirmé la capacidad de este hibrido, que consta de cuatro alérgenos principales, de
reemplazar el extracto tradicional de polen de Phleum pratense para el diagnéstico in vivo de la alergia al polen de
gramineas por medio de SPT (17).

Como la inmunoterapia convencional es mas eficaz en pacientes con sensibilidades alérgicas particulares en
comparacion con los sujetos sensibles a multiples alergias, se modificé genéticamente una quimera de alérgeno para el
tratamiento de sensibilidad multiple al polen de abedul y de gramineas. El principal alérgeno del polen de abedul Bet v 1
sirve como un andamio para el enlazamiento al terminal N y C de los péptidos inmunodominantes de los principales
alérgenos de polen de Phleum pratense Phl p 1 y Phl p 5. La quimera fue inmunogénica en ratones para las respuestas
de células T y B a los tres alérgenos. la aplicacién intranasal de la quimera antes de la sensibilizacion multiple suprimio
significativamente las respuestas Th2 humorales y celulares especificas para los tres alérgenos e impidio el desarrollo
de la inflamacién de las vias respiratorias después de la exposicion al alérgeno con Phleum pratense y extractos de
polen de abedul (18).

Los datos disponibles en la literatura muestran las regiones donde se localizan los epitopos de IgE de los alérgenos de
polen de gramineas, en particular que pertenece al grupo 5, sin indicar los aminoacidos individuales implicados en el
enlazamiento de IgE.

Con base en los conocimientos actuales, la mayoria de los pacientes alérgicos a las gramineas se sensibilizan
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principalmente contra alérgenos del grupo 1 y 5. El uso de una variante hibrida hipoalergénica altamente purificada
como Phl p i - Phl p 5 puede inducir una respuesta especifica a los dos alérgenos principales y eliminar los efectos
secundarios relacionados con la terapia tradicional causados por la fuerte actividad alergénica del extracto crudo y la
presencia de numerosas moléculas adicionales.

Contrariamente a los resultados propuestos por Wild (18), donde el alérgeno quimérico incluia exclusivamente los
epitopos inmunodominantes de Phl p 1 y Phl p 5, la asociacion de los dos alérgenos completos representaria todo el
repertorio de epitopos T, y podria inducir una fuerte respuesta protectora de IgG en una poblacién alérgica mas amplia.

Descripcion de la invencion

Ahora se ha encontrado que el enlazamiento del alérgeno Phl p 5 a la IgE puede ser reducida mediante la modificacion
de su secuencia por medio de la sustitucion de residuos de aminoacidos especificos.

De acuerdo con un primer aspecto de la misma, la invencion proporciona una variante de Phl p 5 derivada del alérgeno
principal de Phl p 5 de Phleum pratense (secuencia de tipo silvestre SEQ ID NO: 1), o de una isoforma de la misma que
tiene al menos 94% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1, preferiblemente al menos 96%, la dicha variante
que se caracteriza por:

a) reactividad reducida a IgE comparado con la SEQ ID NO: 1 de Phl p 5 de tipo silvestre;

b) una secuencia de aminoacidos que presenta una sustitucion en el residuo Pro en la posicion 158 de la SEQ ID NO: 1,
0, cuando la variante se deriva de una isoforma de Phl p 5, se presenta una sustitucion en la posicién correspondiente
de dicha isoforma, es decir, en la posicién que coincide con el residuo 158 de la SEQ ID NO: 1 en una alineacion de la
secuencia de la isoforma Phl p 5 con la SEQ ID NO: 1.

Las isoformas de Phl p 5 que tienen al menos 94% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 incluyen las
secuencias naturales depositadas con los numeros de acceso Phl p 5.0101 (UniProt Q40960) 97%, Phl p 5.0102
(UniProt Q40962) 96%, Phl p 5.0104 (UniProt P93467) 94%.

Las variantes preferidas del alérgeno Phl p 5 son aquellas en las que el residuo Pro 158 esta sustituido con un
aminoacido neutro, polar, acido o basico, que se selecciona preferiblemente de Leu, Ala, Thr, Gly, He, Ser, Phe, Lys,
Arg, Glu, Asp, y mas preferiblemente de Ala, Thr, Ser, Gly, Lys, Arg, Glu, Asp.

En una realizacion preferida, la variante de acuerdo con la invenciéon que contiene una sustitucion tiene la secuencia
identificada en la SEQ ID NO: 2.

La variante de sustitucion del alérgeno Phl p 5 de acurdo con la presente invencion muestra una reduccion de la
reactividad de IgE de al menos 10% en comparacion con la molécula de tipo silvestre, preferiblemente de al menos
30%, y mas preferiblemente de al menos 60%, con el suero de los pacientes alérgicos a Phleum pratense.

La reactividad de IgE de la variante de la SEQ ID NO: 2 se analiz6 en una combinacién de sueros de individuos
alérgicos mediante el ensayo de ELISA (Fig. 1). Cuando se incubd con una combinacién de sueros de once pacientes
alérgicos al polen de Phleum pratense, dicha variante presenta una reduccion media de la reactividad de IgE en
comparacioén con alérgeno de tipo silvestre Phl p 5 (SEQ ID NO: 1) de 61% (SEQ ID NO: 2).

Estos resultados fueron confirmados por experimentos de inhibicion de ELISA, que permiten evaluar la reactividad de
epitopos homologos de proteinas diferentes. Se encontré que con 3,125 pmol/ml de inhibidor, el enlazamiento de la
proteina Phl p 5 de tipo silvestre (SEQ ID NO: 1) con las IgE de una combinacion de sueros es inhibido en un 73,2%
cuando se trata previamente el suero con la misma proteina, y en un 20,4% cuando se incuba previamente con la
variante de la SEQ ID NO: 2 (Fig. 2).

Estos resultados indican claramente que la sustitucién del aminoacido en la posicion 158 de la SEQ ID NO: 1 interfiere
con el reconocimiento del alérgeno Phl p 5 alérgeno por las IgE.

El alérgeno Phl p 5 de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 1y la variante hipoalergénica de la SEQ ID NO: 2, que se utiliza
para inmunizar ratones Balb/c, induce una respuesta especifica de IgG (Fig. 3). En particular, los anticuerpos
producidos contra la SEQ ID NO: 2 también reconocen la SEQ ID NO: 1 de la contraparte de tipo silvestre (Fig. 4), lo
que demuestra que la modificacion del residuo en la posicién 158 no causa una alteracion significativa en los epitopos
de IgG de la molécula. Por otra parte, la inmunizacion con variantes de la SEQ ID NO: 1y la SEQ ID NO: 2 induce una
respuesta inmune mas rapida al extracto del polen de Phleum pratense (Phl p) que la obtenida con el mismo extracto
(Fig. 5). Por el contrario, los anticuerpos presentes en el suero de animales inmunizados con un antigeno no
relacionado son incapaces de reconocer a Phl p 5 de tipo silvestre y extracto de polen de Phleum pratense. La
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reactividad del extracto de polen de Phleum pratense de los anticuerpos inducidos por la inmunizaciéon de ratones con
las SEQ ID NO: 1y 2 alcanza el maximo en la segunda semana, cuando se observa el reconocimiento muy débil por los
anticuerpos producidos por la inmunizacién con el extracto de polen de Phleum pratense (Fig. 5).

En cuanto a la induccién de anticuerpos protectores capaces de competir en el enlazamiento entre Phl p 5 e IgE, se ha
observado que los anticuerpos IgG producidos contra SEQ ID NO: 2 inhiben el enlazamiento de Phl p 5 con las IgE de
los pacientes alérgicos a gramineas con la misma eficacia que las |gG inducidas por la proteina de tipo silvestre (SEQ
ID NO: 1) (Fig. 6). Los experimentos de inhibicion de ELISA han demostrado que las IgG de ratones inmunizados con la
SEQ ID NO: 2 inhiben la reactividad de IgE de sueros de siete pacientes con Phl p 5 en un promedio de 69,1% (con
valores que van desde 48,3 hasta 82,4%), y aquellos producidos contra la SEQ ID NO: 1 en un 71,7% (49,5-84,3%). El
suero de los animales no inmunizados usado como control no da lugar a ningun tipo de inhibicién del enlazamiento
especifico IgE-Phl p 5.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un péptido inmunolégicamente activo que corresponde a un
fragmento de Phl p 5 que contiene la sustitucion descrita anteriormente. Dicho péptido contiene preferiblemente 15 a 35,
y mas preferiblemente 15 a 20, residuos de aminoacidos. En la presente memoria, la expresion "inmunolégicamente
activo" significa que el péptido debe ser capaz de estimular una respuesta inmune independientemente de IgE.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una proteina hibrida que contiene una variante del alérgeno principal de Phl p
5 de Phleum pratense como se describe en la presente memoria y una variante hipoalergénica del alérgeno principal
Phl p 1 del polen de Phleum pratense, posiblemente separados por un enlazador.

En la proteina hibrida de acuerdo con la invencion, dichas variantes hipoalergénicas de Phl p 5 y Phl p 1 estan
colocadas indiferentemente en el terminal amino o carboxilo con orientacién de cabeza a cola; en otras palabras,
cuando el terminal amino de la proteina hibrida coincide con el terminal amino de Phl p 1 o Phl p 5, el terminal carboxilo
de la proteina hibrida coincide con el terminal carboxilo de la proteina Phl p 5 o Phl p 1 respectivamente. De acuerdo
con una realizacién preferida, el terminal amino de la proteina hibrida esta ocupado por Phl p 1, y el terminal carboxilo
por Phl p 5 (Fig. 7).

El enlazador que separa las secuencias mutadas de Phl p 1 y Phl p 5 consiste preferiblemente en una cadena de 8
aminoacidos, mas preferiblemente una cadena de dos aminoacidos, e incluso mas preferiblemente del dipéptido EF
(Glu-Phe).

En una realizacion preferida de la invencion, la proteina hibrida contiene la variante hipoalergénica de Phl p 1 descrita
en la solicitud internacional de patente W02002/022679 presentada por Consiglio Nazionale delle Ricerche. En
particular, la variante hipoalergénica de Phl p 1 contenida en la proteina hibrida de acuerdo con la invencion se obtiene
a partir de una proteina de la secuencia SEQ ID NO: 5 o una isoforma de la misma que es al menos 85%, y
preferiblemente al menos 90% idéntica a dicha secuencia SEQ ID NO: 5, mediante la sustitucion de los residuos de Lys
en posicion 28, 35, 44, 48, 179, 181, 183 y/o 185 (en el caso de la SEQ ID NO: 5), o en las posiciones correspondientes
de dicha isoforma, con aminoacidos neutros o polares, preferiblemente seleccionados de Ala, Thr, Gly, Pro, Leu, lle,
Phe y Ser, y mas preferiblemente Ala. En una realizacion preferida, dicha variante hipoalergénica de Phl p 1 es la SEQ
ID NO: 6. Las variantes hipoalergénicas de Phl p 1 denominadas aqui se describen en la solicitud de patente citada
anteriormente.

Las isoformas de Phl p 1, que tiene mas de 85% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 5 incluyen las moléculas
naturales depositadas bajo los niumeros de acceso Phl p 1.0101 (UniProt Q40967) 93%, Phl p 1.0102 (UniProt P43213)
99%.

La proteina hibrida de la secuencia SEQ ID NO: 4 en la que la variante hipoalergénica de Phl p 1 (SEQ ID NO: 6) se
enlaza a la variante hipoalergénica de Phl p 5 (SEQ ID NO: 2) con orientacion de cabeza a cola (Phlp 1 — Phl p §) a
través del enlazador dipéptido EF, es particularmente preferido.

La variante hibrida de acuerdo con la presente invencion muestra una reduccién de enlazamiento de IgE de al menos
10%, preferiblemente al menos 25% en comparacion con el hibrido de tipo silvestre.

La reactividad de IgE de la variante de SEQ ID NO: 4 se analizé en una combinacion de sueros de individuos alérgicos
al polen de Phleum pratense mediante el ensayo de ELISA (Fig. 8). Cuando se incubaron con los sueros, dicha variante
(a 3,125 nM) mostré una reduccion media del 27% en la reactividad de IgE en comparacion con el hibrido de tipo
silvestre (SEQ ID NO: 3).

Estos resultados fueron confirmados por experimentos de inhibicion de ELISA. Se ha observado que en
concentraciones iguales (150 nm/ml) del inhibidor, se inhibe el enlazamiento entre el extracto de polen de Phleum
pratense adsorbido en los pozos y las IgE especificas contenidas en los sueros de 10 pacientes, en promedio, un 71,7%
cuando se trata previamente el suero con extracto de polen de Phleum pratense, en un 51% cuando se incuba
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previamente con una mezcla de los alérgenos individuales de tipo silvestre, en un 35,1% cuando se incuba previamente
con una mezcla de los dos componentes que experimentaron mutagénesis, en un 54,3% cuando se trata previamente
con la SEQ ID NO: 3, y en un 44,5% cuando se incuba previamente el suero con la SEQ ID NO: 4 (Tabla 2 y Fig. 9). La
capacidad del hibrido mutante de la SEQ ID NO: 4 para competir en el enlazamiento de Phleum pratense-IgE disminuye
significativamente en comparacion tanto con la SEQ ID NO: 3 (p<0,0001) como con el extracto de polen de Phleum
pratense.

Con la misma cantidad (6,25 pmol/ml) de inhibidor, el enlazamiento entre una mezcla de los alérgenos individuales de
tipo silvestre (SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 5) adsorbida en pozos y las IgE especificas contenidas en una combinacién
de sueros de los pacientes es inhibida en un promedio de 91,4% cuando se trata previamente el suero con el hibrido de
tipo silvestre (SEQ ID NO: 3), y 43,4% cuando se incuba previamente con hibrido sometido a mutagénesis de la SEQ ID
NO: 4 (Fig. 10).

También se observd que la variante hipoalergénica de la SEQ ID NO: 4, que se utiliza para inmunizar ratones Balb/c,
induce la produccion de IgG especificas capaces de reconocer los componentes presentes en el extracto de polen de
Phleum pratense (Fig. 11). La molécula hibrida de la SEQ ID NO: 4 induce una respuesta especifica de IgG similar a la
inducida en ratones por la SEQ ID NO: 3, o por una mezcla de los respectivos alérgenos de tipo silvestre o sometidos a
mutagénesis. Por otra parte, la inmunizacién con el extracto de polen de Phleum pratense induce una menor produccion
de IgG especificas porque, después de dos semanas de tratamiento, la respuesta de IgG se reduce en 4,5 veces en
comparacioén con la respuesta obtenida con la SEQ ID NO: 4.

El analisis de la reactividad de 1gG inducida por la inmunizacion de ratones con extracto de polen de Phleum pratense
muestra que la respuesta de IgG a los dos alérgenos principales es muy tardia: la respuesta hacia Phl p 5 (SEQ ID NO:
1) se observa desde la segunda semana de tratamiento (Fig. 12), mientras que, hacia Phl p 1 (SEQ ID NO: 5), es mas
tardia y detectable por el ensayo de ELISA en la séptima semana después de la primera inmunizacion (Fig. 13). Por el
contrario, la SEQ ID NO: 4 induce fuertemente la produccién de IgG capaces de reconocer los dos alérgenos principales
Phl p 1 y Phl p 5. Para apoyar la especificidad de la respuesta descrita anteriormente, los anticuerpos presentes en el
suero de animales inmunizados con un antigeno no relacionado son incapaces de reconocer extracto de polen de
Phleum pratense, SEQ ID NO: 3 y 4 y las mezclas de variantes de tipo silvestre y sometidas a mutagénesis.

En cuanto a la induccién de anticuerpos protectores capaces de competir en el enlazamiento entre el alérgeno e IgE, se
ha observado que los anticuerpos IgG producidos contra la SEQ ID NO: 4 inhiben el enlazamiento del extracto de polen
de Phleum pratense a las IgE de los pacientes alérgicos a Phleum pratense con mas eficacia que la mezcla de las dos
variantes sometidas a mutagénesis (mezcla sometida a mutagénesis) (p <0,001) (Fig. 14). Los experimentos de
inhibicién de ELISA han demostrado que las IgG de ratones inmunizados con SEQ ID NO: 4 inhiben la reactividad de
IgE de los sueros de siete pacientes en un promedio de 51,9% (con valores que van desde 36,3 hasta 70,8%), y
aquellos producidos contra la mezcla de las dos variantes sometidas a mutagénesis (mezcla e tipo silvestre) en un
35,8% (14,6-52,3%); los anticuerpos IgG inducidos contra la mezcla de proteinas de tipo silvestre (mezcla de tipo
silvestre) inhibe el enlazamiento en un promedio de 52,2% (42,2-67,6%), aquellos producidos contra la SEQ ID NO: 3
hibrida de tipo silvestre en un 28,4% (1,2-49,1%), y aquellas inducidas por la inmunizaciéon con extracto de polen de
Phleum pratense en un 45,9% (11,3-64,8%). El suero de los animales no inmunizados utilizados como control no da
lugar a ningun tipo de inhibicién de enlazamiento especifico del polen de IgE-Phleum pratense.

Las variantes de sustitucion de acuerdo con la invencion pueden ser facilmente preparadas por mutagénesis de la
secuencia de ADNc de Phl p 5 (SEQ ID NO: 7), Phl p 1 (SEQ ID NO: 11), sus isoformas o variantes naturales, o de la
secuencia de ADNc del hibrido de tipo silvestre (SEQ ID NO: 9), usando técnicas conocidas por el experto en la materia
(19).

Las SEQ ID NOs: 8 y 10 reportan las secuencias de ADNc que codifican para la variante de una sola sustitucion
(monomérica) o la variante hibrida identificada como las SEQ ID NOs: 2 y 4, respectivamente.

Otros aspectos de la invencién, por tanto, se refieren a una molécula de acido nucleico que codifica para una variante
del alérgeno Phl p 5 descrita en el presente documento, para un péptido derivado de la misma o para la proteina hibrida
Phl p 1- Phl p 5, y un vector de expresion que contiene dicha molécula junto con elementos de control de la expresion
en células eucariotas o procariotas, tales como promotores o reforzadores de la transcripcion, secuencias sefial u otras
secuencias de regulacion de la transcripcion. El vector puede ser un plasmido, virus, fago o cualquier otro vector usado
comunmente en ingenieria genética.

La invencion también incluye una célula huésped procariota o eucariota transformada o transfectada con el vector de
acuerdo con la invencion. Las células procariotas tales como Escherichia coli y Bacillus subtilis, o células eucariotas
tales como Saccharomyces cerevisiae, se utilizan generalmente para la clonacion del vector y expresion de ADNc.

Las variantes hipoalergénicas de acuerdo con la invencién también pueden ser producidas como proteinas de fusion.
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En vista de su reducida reactividad de IgE, las variantes Phl p 5 de acuerdo con la presente invencién pueden ser
convenientemente empleadas para preparar composiciones farmacéuticas (por ejemplo comprimidos) para su uso en
inmunoterapia de los pacientes alérgicos al polen de Phleum pratense.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere por tanto a una composiciéon farmacéutica que contiene una cantidad
eficaz de la variante hipoalergénica de Phl p 5, o de la proteina hibrida Phl p 1/Phl p 5, opcionalmente en combinacion
con otros alérgenos de Phleum pratense, junto con vehiculos farmacéuticamente aceptables, excipientes o adyuvantes.
En una realizacion preferida, dicha composicion farmacéutica es en forma de una vacuna adecuada para el tratamiento
preventivo o terapéutico de enfermedades alérgicas, tales como asma bronquial, rinitis, conjuntivitis alérgica y el
sindrome alérgico oral (5, 21). Las formas de administracion sublingual, intranasal, subcutanea y transdérmica son las
mas preferidas.

Los principios y métodos de vacunacion son conocidos por el experto en la materia y se describen, por ejemplo, en (20).
Los ejemplos siguientes ilustran la invenciéon con mayor detalle.
Breve descripcion de las figuras

Fig. 1: Analisis de ELISA de la reactividad de IgE para el alérgeno Phl p 5 y su variante hipoalergénica de la SEQ ID
NO: 2

Fig. 2: Inhibicién del enlazamiento de IgE con el alérgeno Phl p 5

Fig. 3: Respuesta de IgG de murino a las respectivas proteinas inmunogénicas

Fig. 4: Respuesta de IgG en ratones inmunizados con la SEQ ID NO: 2

Fig. 5: Respuesta de IgG de murino al extracto de polen de Phl p

Fig. 6: Inhibicién del enlazamiento de IgE a la SEQ ID NO: 1 por anticuerpos IgG de murino
Fig. 7: Representacion esquematica de la proteina hibrida de la SEQ ID NO: 3 y la SEQ ID NO: 4
Fig. 8: Analisis de ELISA de la reactividad de IgE con la variante hibrida de la SEQ ID NO: 4
Fig. 9: Inhibicion del enlazamiento de IgE con el extracto de polen de Phl p

Fig. 10: Inhibicion del enlazamiento de IgE a (mezcla de tipo silvestre)

Fig. 11: Respuesta de IgG de murino a Phl p

Fig. 12: Respuesta de IgG de murino a la SEQ ID NO: 1

Fig. 13: Respuesta de IgG de murino a Phl p 1

Fig. 14: Inhibicion del enlazamiento de IgE a Phl p por anticuerpos IgG de murino

Ejemplos

A menos que se indique lo contrario, los métodos usados en los siguientes ejemplos se describen en Sambrook, Fritsch
y Maniatis "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" Il Ed. Vol. 1-2-3 CSH Lab Press 1989.

Ejemplo 1 - mutagénesis especifica de sitio del ADNc que codifica para el alérgeno Phl p 5

La mutagénesis especifica del sitio del ADNc que codifica para el alérgeno Phl p 5 de tipo silvestre (SEQ ID NO: 7,
precedido en 5' mediante una secuencia que codifica seis histidinas) se llevdé a cabo por clonacién de ADNc en un
vector procariota (pBluescript, GenBank acceso numero X52327) seguido de la amplificacion por PCR. Los
oligonucledtidos utilizados como cebadores en la reaccion de PCR (Tabla 1) portan las sustituciones de bases
apropiadas. Para cada mutagénesis, se utilizé un oligonucleétido complementario que se enlaza a una region
correspondiente de la cadena de ADN (19). Después de la amplificacion, se degradé selectivamente el molde original
sin alteraciones con la digestién enzimatica catalizada por la enzima de restriccion Dpn |. Se transformaron luego
células de Escherichia coli con las moléculas sometidas a mutagénesis. Los clones obtenidos a partir de colonias
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bacterianas individuales se secuenciaron de acuerdo con Sanger para determinar la modificacion de bases correcta y la
ausencia de mutaciones no especificas en el ADNc.

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados como cebadores en la mutagénesis especifica del sitio. Las
bases mutadas estan en caracteres en negrita.

Oligonucledtido Secuencia

Phl p5 P158L Caa ggt tat cct tgc cgg cga gct g (SEQ ID NO: 13)

Ejemplo 2 - Construccion de un plasmido que codifica para la molécula hibrida Phl p 1-Phl p 5 de tipo silvestre (molécula
hibrida de tipo silvestre)

La molécula hibrida que contiene la informacion genética para el hibrido Phl p 1 -Phl p 5 de tipo silvestre se obtuvo
mediante fusion de los ADNc que codifican para los alérgenos individuales.

Los ADNc que codifican proteinas Phl p 1 y Phl p 5 maduras se obtuvieron por separado mediante PCR utilizando Php1
DIM Kpn FW (Cgc ggt acc atc ccc aag gtt ccg gg - SEQ ID NO: 14) y cebadores oligonucleétidos Php1 DIM Eco RV (Gc
gaa ttc ctt gga cga gta gct ggt - SEQ ID NO: 15) para Phl p 1 y Php5 DIM Eco FW (cgc gaa ttc gcc gat cta ggt tac ggc cc
- SEQ ID NO: 16) y cebadores oligonucleétidos Php5 DIM Bam RV (Gcg gga tcc tca gac ttt gta gcc acc - SEQ ID NO:
17) para Phl p 5. Phl p 1 SEQ ID NO: 11 y se utilizaron como moldes los ADNc de Phl p 5 SEQ ID NO: 7.

El producto de amplificaciéon obtenido a partir de Phl p 1 fue amplificado nuevamente mediante el reemplazo de Php1
DIM Kpn FW con Phl p 1 DIM His FW (gcg ggt acc cat atg cat cac cat cac cat cac atc ccc aag gtt ccc ccg - SEQ ID NO:
18), mediante el cual se inserté una secuencia que codifica para seis histidinas secuencia arriba de secuencia de Phl p
1. Se insertaron un sitio Kpn | y un sitio Nde | (que contiene el ATG) en 5' del producto de amplificacion de Phl p 1, y se
insert6 un sitio Eco RI en su extremo 3' en lugar del codén de parada. Se insert6 un sitio Eco R | en lugar del ATG en el
extremo 5' de Phl p 5, y se insertd un sitio Bam HI en su extremo 3' después del codén de parada. Los productos
amplificados se purificaron y se digirieron con las enzimas de restriccion Kpn |y Eco RI (Phl p 1) o Eco Rl y Bam HI (Phl
p 5) (los sitios de restriccion estan subrayados en los cebadores), y posteriormente se insertan en los sitios Kpn |/Bam
HI del vector pEt 3c (Stratagene, la Jolla, CA) para obtener un constructo capaz de expresar una proteina de fusion Phl
p 1-Phl p 5 precedida por una secuencia de seis histidinas. La introduccién del sitio de restriccion Eco RI, que es
necesario para la clonaciéon de fragmentos, permitio la insercion de dos aminoacidos (acido glutamico y fenilalanina) en
la unién de las dos proteinas sin alterar el marco de lectura (Fig. 8).

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

Ejemplo 3 - Construccion de un plasmido que codifica para la molécula hibrida Phl p 1-Phl p 5 mutante (molécula hibrida
mutante)

Se obtuvo la molécula hibrida que codifica para el hibrido Phl p 1 -Phl p 5 mutante siguiendo el método descrito en el
Ejemplo 2 para la variante hibrida de tipo silvestre.

Los pares de oligonucledtidos utilizados en la reaccién de PCR eran idénticos, mientras que los ADNc utilizados como
moldes codificaron para dos variantes hipoalergénicas cuyas secuencias se identifican en este documento como la SEQ
ID NO: 12 (para el mutante Phl p 1) y la SEQ ID NO: 8 (mutante Phl p 5).

Ejemplo 4 - Produccion de proteinas Phl p 5, mutantes respectivos, hibrido de tipo silvestre e hibrido mutante

Los ADNc de Phip 1 (SEQ ID NO: 11) y de Phl p 5 (SEQ ID NO: 7) de tipo silvestre, los ADNc sometidos a mutagénesis
(SEQID NO: 12y SEQ ID NO: 8), y los ADNc hibridos mutantes y de tipo silvestre modificados genéticamente (SEQ ID
NO: 9 e 10), precedidos por la secuencia que codifica para seis histidinas, se clonaron en un vector de expresion y se
expresaron en células de Escherichia coli de acuerdo con protocolos estandar. Se recolectaron las células por
centrifugacion y se resuspendieron en regulador de NaH2PO4 100 mM, pH 8 y se lisaron por sonicacion. Se separaron
las proteinas recombinantes por centrifugacion. Se purifico la proteina Phl p 5 soluble (SEQ ID NO: 1) a partir del
sobrenadante por cromatografia de afinidad utilizando columnas de agarosa Ni-NTA enlazadas al acido nitrilotriacético
(Qiagen, Milan, Italia) que quela los iones de niquel que interactian con la porcion de la histidina seis fusionada al
alérgeno. Phl p 5 sometida a mutagénesis (SEQ ID NO: 2) y el hibrido de tipo silvestre y mutante (SEQ ID NO: 3 y 4),
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separados como agregados en el sedimento, se resuspendieron en regulador desnaturalizante urea 8 M, NaH2PO4 100
mM, Tris 10 mM pH 8 y se agité durante 60 min a 20° C. Las proteinas recombinantes solubilizadas se separaron de los
restos insolubles por centrifugacion y se purificaron a partir del sobrenadante bajo condiciones de desnaturalizacion por
cromatografia de afinidad utilizando columnas de agarosa Ni-NTA. Las proteinas purificadas se replegaron por dialisis
en una solucién de (NH4)HCO3 5 mM durante 18 horas a 4° C.

Ejemplo 5 - Caracteristicas de los sueros de sujetos alérgicos

Se recogieron los sueros de sujetos con una historia clinica de alergia estacional al polen de Phleum pratense y alta
reactividad ESTE especifica para alérgenos Phl p 1y Phl p 5y se utilizaron en forma individual o combinada. Se utilizd
una combinacion de sueros de sujetos no alérgicos como control negativo.

Ejemplo 6 - Analisis por ELISA de la reactividad de las variantes de Phl p 5 a las IgE de una combinacién de sueros

Se adsorbieron cantidades equivalentes (25 pmol) en regulador de carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 9,6 de alérgeno
de tipo silvestre (SEQ ID NO: 1), variante sometida a mutagénesis (SEQ ID NO: 2) y el antigeno no relacionado (BSA)
en pozos de placas de poliestireno para ensayo de ELISA mediante incubacion a 4° C durante 16 horas. Se lavaron los
pozos con solucién de lavado (regulador de fosfato 60 mM, pH 6,5, que contiene 0,05% de Tween-20), y se bloquearon
con solucién de dilucion (2% de BSA en PBS 1X). Se afiadieron alicuotas de 100 pl, se diluyeron 1:5 en regulador de
dilucién, de una combinacion de once sueros humanos de sujetos positivos para EAST o no alérgicos (datos no
mostrados) a cada muestra y se incubaron a 25° C durante 2 horas. Después de tres lavados, se afiadié suero anti-IgE
humano conjugado con peroxidasa (1:4000 en regulador de dilucién), seguido de incubacion a 25° C durante 1,5 horas.
Después de tres lavados, se desarroll6 la reaccion colorimétrica mediante la adicién de 100 pl de reactivo TMB (BioFX
Laboratories, Owings Mills, MD) e incubacion durante 15 minutos a 25° C. Se detuvo la reaccion mediante la adicion de
100 pl de HCI 1 N y se leyo a 450 nm usando un espectrofotometro lector de microplacas. Los resultados se
confirmaron mediante tres experimentos independientes.

Se aplico el mismo protocolo con algunas modificaciones para probar la reactividad de IgE de los hibridos mutantes y de
tipo silvestre modificados genéticamente. Se prepararon diluciones en serie de los alérgenos hibridos (SEQ ID NO: 3y
4) en una proporcion de 1:2, partiendo de 0,4 nmol/ml y adsorbido en pozos de placas de poliestireno. Se diluyé una
combinacion de sueros positivos para polen de Phleum pratense 1:8 en solucién diluyente.

Ejemplo 7 - Ensayo de inhibicién ELISA - capacidad de la SEQ ID NO: 2 de la variante monomérica para inhibir el
enlazamiento de Phl p 5 a las IgE en suero

Se adsorbieron cantidades iguales (1,25 pmol) de Phl p 5 de tipo silvestre (SEQ ID NO: 1), en regulador de
carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 9,6, en pozos de placas de poliestireno para el ensayo de ELISA mediante
incubacion a 4° C durante 16 horas. A continuacion, se lavaron los pozos con solucion de lavado (regulador de fosfato
60 mM, pH 6,5, que contiene 0,05% de Tween-20), y se bloquearon los sitios libres con solucién de dilucion (2% de
BSA, PBS 1X). Se incubaron previamente alicuotas (100 pl) de una dilucion 1:10 de sueros humanos combinados
positivos para Phl p 5 con diluciones seriales de dos veces de alérgenos de tipo silvestre o sometidos a mutagénesis
partiendo de 25 pmol/ml a 25° C durante 2 horas. Se afiadieron luego las mezclas a cada pozo, y se incubaron a 4° C
durante 16 horas. Después de tres lavados, se afiadié suero conjugado con peroxidasa anti-IgE humana diluido 1:4000
en regulador de dilucidn, y se incubd a 25° C durante 1,5 horas. Se obtuvo el desarrollo de una reaccion colorimétrica
mediante la adicion de 100 pl de reactivo TMB e incubando durante 15 minutos a 25° C. Se detuvo la reaccién mediante
la adicion de 100 pyl de HCI 1 N, y se evalu6 mediante lectura a 450 nm con un espectrofotometro. Se calculd el
porcentaje de inhibicion utilizando la siguiente formula: 100 x [(A-B)/A], donde A es la absorbancia a 450 nm en
ausencia de inhibidor, y B es la absorbancia en presencia de inhibidor. Los datos son representativos de tres
experimentos independientes.

Ejemplo 8 - Ensayo de inhibicion ELISA - Capacidad de la SEQ ID NO; 3 y la SEQ ID NO: 4 para inhibir el enlazamiento
de las IgE de suero humano a extracto de polen de Phl p o mezclade Phip 1y Phlp 5

Se adsorbieron cantidades iguales (0,05 pg) de Phleum pratense, en regulador de carbonato/bicarbonato 50 mM, pH
9,6, en pozos de placas de poliestireno para el ensayo de ELISA mediante incubacién a 4° C durante 16 horas. A
continuacion, se lavaron los pozos con solucién de lavado (regulador de fosfato 60 mM, pH 6,5, que contiene 0,05% de
Tween-20), y se bloquearon los sitios libres con solucion de dilucion (BSA al 2% en PBS 1X). Se incubaron previamente
alicuotas (70 pl) de una diluciéon 1:10 de sueros humanos combinados positivos para polen de Phleum pratense con
cantidades equimolares (150 nmol/ml) de alérgenos de tipo silvestre, o sometidos a mutagénesis partiendo de 25
pmol/ml a 25° C durante 2 horas. Se afiadieron luego las mezclas a cada pozo, y se incubaron a 4° C durante 16 horas.
Después de tres lavados, se afiadié suero conjugado con peroxidasa anti-lgE humana diluido 1:4000 en regulador de
dilucién, y se incub6 a 25° C durante 1,5 horas. Se obtuvo el desarrollo de una reaccion colorimétrica mediante la
adicion de 100 ul de reactivo TMB e incubando durante 15 minutos a 25° C. Se detuvo la reaccion mediante la adicion
de 100 pl de HCI 1 N, y se evalué mediante lectura a 450 nm con un espectrofotometro. Se calcul6 el porcentaje de
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inhibicién utilizando la siguiente férmula: 100 x [(A-B)/A], donde A es la absorbancia a 450 nm en ausencia de inhibidor,
y B es la absorbancia en presencia de inhibidor.

Para probar la capacidad de las proteinas hibridas de tipo silvestre y sometidas a mutagénesis, SEQ ID NO: 3y 4, para
inhibir la mezcla de Phl p 1 y Phl p 5, se aplicd el mismo protocolo con las siguientes modificaciones: la cantidad de
proteina adsorbida en los pozos fue 12,5 pmol de Phl p 1 y Phl p 5, la concentracion de inhibidor comenzé a partir de
0,1 nmol/ml (dilucién en serie de dos veces), la dilucién de la combinacién de sueros positivos para Phleum pratense fue
de 1:10.

Tabla. 2. Moléculas hibridas sometidas a mutagénesis y de tipo silvestre inhiben el enlazamiento de IgE con extracto de
polen de Phleum pratense

Suero oronse | | aivestie | 'amutagénesia | SEQIDNO:3 | SEQIDNO:4
1 74.7 57.6 53 67.7 49.9
2 74.5 13.7 6.3 16.9 13.2
3 82.2 43.3 25 50.9 41.2
4 78.8 16.7 10 18.9 12.5
5 79.1 59.2 56.6 68.1 54.5
6 87.5 81.1 60.4 87.9 75.8
7 91.3 52.4 30.3 53.4 39
8 78.9 67.8 53.8 69.6 63.7
9 28 62.9 39.6 60.4 51.6
10 41.6 54.9 16.3 49.3 43.2
Media del % de inhibicion 71.7 51.0 35.1 54.3 44.5
Desviacion estandar 20.4 21.3 20.4 22.3 19.9

Ejemplo 9 - Inmunizacién de ratones Balb/c

Se inmunizaron en forma subcutanea siete grupos de ratones cada uno compuesto de cinco ratones hembra de la cepa
Balb/c (Charles River) con 150 pmol de alérgeno de tipo silvestre, sometido a mutagénesis o modificado genéticamente
(hibrido) o 10 pg de extracto de polen de Phleum pratense mezclado con 2 mg de Al(OH3) en 200 pl de solucion salina.
Se realizaron otros dos refuerzos después de 21 y 42 dias. Como control, cinco ratones recibieron el mismo tratamiento
con un antigeno no relacionado. Dos, cinco y siete semanas después de la primera inmunizacién, se realizd6 una
extraccion de sangre a partir de la vena yugular de los ratones, y se controlé por ELISA la respuesta de anticuerpos al
inmunogeno respectivo, las moléculas de tipo silvestre y el extracto de polen de Phleum pratense. Los sueros de los
ratones fueron probados individualmente o combinados con base en el tipo inmunogénico y el tiempo transcurrido desde
la primera inmunizacion.

Ejemplo 10 - Analisis de ELISA de la respuesta especifica de IgG de murino

Se adsorbieron cantidades iguales de extracto de polen de Phleum pratense (20 mg/ml), Phl p 5 o Phl p 1 de tipo
silvestre, variantes de la SEQ ID NO: 2 y la SEQ ID NO: 4 (2 pg/ml), en regulador de carbonato/bicarbonato 50 mM, pH
9,6, en pozos de placas de poliestireno para el ensayo de ELISA mediante incubacién a 4° C durante 16 horas. A
continuacion, se lavaron los pozos con solucién de lavado (regulador de fosfato 60 mM, pH 6,5, que contiene 0,05% de
Tween-20), y se bloquearon los sitios libres con solucion de dilucién (BSA al 2% en PBS 1X). Se afadieron alicuotas
iguales (100 pl) de cada suero de raton o combinacion de sueros a cada pozo a una diluciéon de 1:1000 (Figura 5) o de
1:5000 en regulador de dilucién, y se incubaron a 25° C durante 2 horas. Después de tres lavados, se afiadié suero
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diluido 1:8000 conjugado con peroxidasa de IgG total antirratdon en regulador de dilucién y se incub6 a 25° C durante 1,5
horas. Después de tres lavados, se obtuvo el desarrollo reaccion colorimétrica mediante la adicion de 100 ul de reactivo
TMB e incubando durante 20 minutos a 25° C. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 100 ul de HCI 1 N y se leyo
a 450 nm con un espectrofotémetro. Los datos muestran la reactividad media obtenida por el analisis de los sueros de 5
ratones para cada grupo.

Ejemplo 11 - Ensayo de inhibicion de ELISA. IgG contra el enlazamiento de inhibicién de la SEQ ID NO: 2 y la SEQ ID
NO: 4 entre extracto de polen de Phleum pratense y las IgE en los sueros de pacientes alérgicos positivos para Phleum
pratense

Se adsorbieron cantidades iguales de extracto de polen de Phleum pratense (1 pg), en regulador de
carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 9,6, en pozos de placas de poliestireno para el ensayo de ELISA mediante
incubacion a 4° C durante 16 horas. A continuacién, se lavaron los pozos con solucion de lavado (regulador de fosfato
60 mM, pH 6,5, que contiene 0,05% de Tween-20), y se bloquearon los sitios libres con solucién de dilucion (BSA al 2%
en PBS 1X). Se incubaron previamente alicuotas (100 pl) de combinaciones diluidas 1:15 de sueros de ratén
recolectados después de siete semanas desde la primera inmunizacion a 4° C durante 16 horas. Después de tres
lavados, se anadieron siete sueros humanos diluidos 1:10 positivos para Phleum pratense a 4° C durante 16 horas.
Después de tres lavados se afiadidé suero conjugado con peroxidasa anti-lgE humana diluido 1:4000 en regulador de
dilucién, y se incubd a 25° C durante 1,5 horas. Después de tres lavados, se obtuvo el desarrollo de una reaccion
colorimétrica mediante la adicion de 100 pl de reactivo TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD), e incubando
durante 20 minutos a 25° C. Se detuvo la reaccion mediante la adicién de 100 pyl de HCI 1 N, y se ley6 a 450 nm con un
espectrofotometro. Se calculd el porcentaje de inhibicion utilizando la siguiente formula: 100 x [(A-B)/A], donde A es la
absorbancia a 450 nm cuando se incuba previamente el antigeno con suero de ratones no inmunizados, y B es la
absorbancia en presencia de suero de ratones inmunizados.

Ejemplo 12 - Analisis estadistico
En las figuras, los resultados se expresan como los valores medios mas las desviaciones estandar correspondientes.

Se us6 UNISTAT 5.5 Light para el software Excel para los analisis estadisticos. Los datos fueron analizados mediante la
prueba t apareada.
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Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Val Ala Gly

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro Ala Gly
20 25 30

Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn Ala Gly
35 40 45

Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala Asp Lys
50 55 60

Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe
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Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser
85 90 95
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Ile Pro Lys Val Pro Pro Gly Pro Asn Ile Thr Ala Thr Tyr Gly Asp
1 5 10 15

Lys Trp Leu Asp Ala Lys Ser Thr Trp Tyr Gly Lys Pro Thr Gly Ala

20 25 30

Gly Pro Lys Asp Asn Gly Gly Ala Cys Gly Tyr Lys Asp Val Asp Lys
35 40 45

Pro Pro Phe Ser Gly Met Thr Gly Cys Gly Asn Thr Pro Ile Phe Lys
50 55 60

Ser Gly Arg Gly Cys Gly Ser Cys Phe Glu Ile Lys Cys Thr Lys Pro
65 70 75 80

Glu Ala Cys Ser Gly Glu Pro Val Val Val His Ile Thr Asp Asp Asn
85 90 95

Glu Glu Pro Ile Ala Pro Tyr His Phe Asp Leu Ser Gly His Ala Phe
100 105 110

Gly Ala Met Ala Lys Lys Gly Asp Glu Gln Lys Leu Arg Ser Ala Gly
115 120 125

Glu Leu Glu Leu Gln Phe Arg Arg Val Lys Cys Lys Tyr Pro Glu Gly
130 135 140

Thr Lys Val Thr Phe His Val Glu Lys Gly Ser Asn Pro Asn Tyr Leu
145 150 155 160

Ala Leu Leu Val Lys Tyr Val Asn Gly Asp Gly Asp Val Val Ala Val
165 170 175

Asp Ile Lys Glu Lys Gly Lys Asp Lys Trp Ile Glu Leu Lys Glu Ser
180 185 190

Trp Gly Ala Ile Trp Arg Ile Asp Thr Pro Asp Lys Leu Thr Gly Pro
195 200 205

Phe Thr Val Arg Tyr Thr Thr Glu Gly Gly Thr Lys Thr Glu Ala Glu
210 215 220

Asp Val Ile Pro Glu Gly Trp Lys Ala Asp Thr Ser Tyr Ser Ser Lys
225 230 235 240

Glu Phe Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Val
245 250 255

Ala Gly Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro
260 265 270
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Ala Gly Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn
275 280 285

Ala Gly Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala
290 295 300

Asp Lys Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys
305 310 315 320

Ala Phe Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser
325 330 335

Ser Ser Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu
340 345 350

Ala Tyr Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala
355 360 365

Tyr Val Ala Thr Leu Ser Glu Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu
370 375 380

Glu Val His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro
385 390 395 400

Ala Gly Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val
405 410 415

Ala Ala Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Phe Thr Val
420 425 430

Phe Glu Ala Ala Phe Ser Asn Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala
435 440 445

Tyr Glu Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys Gln
450 455 460

Ala Tyr Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val
465 470 475 480

Phe Glu Thr Ala Leu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Gln
485 490 495

Lys Ala Ala Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ser Ala
500 505 510

Val Gly Ala Ala Ala Gly Ala Ala Thr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr Lys
515 520 525
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Trp Gly Ala Ile Trp Arg Ile Asp Thr Pro Asp Lys Leu Thr Gly Pro
195 200 205

Phe Thr Val Arg Tyr Thr Thr Glu Gly Gly Thr Lys Thr Glu Ala Glu
210 215 220

Asp Val Ile Pro Glu Gly Trp Lys Ala Asp Thr Ser Tyr Ser Ser Lys
225 230 235 240

Glu Phe Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Val
245 250 255

Ala Gly Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Gly Ala Glu Pro
260 265 270

Ala Gly Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn
275 280 285

Ala Gly Phe Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Pro Pro Ala
290 295 300

Asp Lys Tyr Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys
305 310 315 320

Ala Phe Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser
325 330 335

Ser Ser Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu
340 345 350

Ala Tyr Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala
355 360 365

Tyr Val Ala Thr Leu Ser Glu Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu
370 375 380

Glu Val His Ala Val Lys Pro Ala Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Leu
385 390 395 400

Ala Gly Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val
405 410 415

Ala Ala Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Phe Thr Val
420 425 430

Phe Glu Ala Ala Phe Ser Asn Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala
435 440 445

22



Tyr

Ala
465

Phe

Lys

val

val

<210>5

<211> 240

<212> PRT

<213> Phleum pratense

<400> 5

Glu

450

Tyr

Glu

Ala

Gly

Ser

Ala

Thr

Ala

Ala
515

Tyr

Ala

Ala

Lys

500

Ala

Lys

Thr

Leu

485

Pro

Ala

Phe

Val

470

Lys

Ala

Gly

ES 2576482 T3

Ile

455

Ala

Lys

Ala

Ala

Pro

Thr

Ala

Ala

Ala
520

Ala

Ala

Ile

Ala

505

Thr

23

Leu

Pro

Thr

490

Thr

Ala

Glu

Glu

475

Ala

Ala

Ala

Ala

460

Val

Met

Thr

Thr

Ala

Lys

Ser

Ala

Gly
525

val

Tyr

Glu

Thr

510

Gly

Lys

Thr

Ala

495

Ser

Tyr

Gln

Val

480

Gln

Ala

Lys



<210> 6

Ile

Lys

Gly

Pro

Ser

65

Glu

Glu

Gly

Glu

Thr

145

Ala

Asp

Trp

Phe

Asp
225

Pro Lys

Trp Leu

Pro Lys

Pro Phe
50

Gly Arg

Ala Cys

Glu Pro

Ala Met
115

Leu Glu
130

Lys Val

Leu Leu

Ile Lys

Gly Ala
195

Thr Val
210

Val Ile

Val

Asp

20

Asp

Ser

Gly

Ser

Ile

100

Ala

Leu

Thr

vVal

Glu

180

Ile

Arg

Pro

Pro

Ala

Asn

Gly

Cys

Gly

85

Ala

Lys

Gln

Phe

Lys

165

Lys

Trp

Tyr

Glu

Pro

Lys

Gly

Met

Gly

70

Glu

Pro

Lys

Phe

His

150

Tyr

Gly

Arg

Thr

Gly
230

ES 2576482 T3

Gly

Ser

Gly

Thr

55

Ser

Pro

Tyr

Gly

Arg

135

Val

Val

Lys

Ile

Thr

215

Trp

Pro

Thr

Ala

40

Gly

Cys

Val

His

Asp
120

Arg

Glu

Asn

Asp

Asp

200

Glu

Lys

Asn

Trp

25

Cys

Cys

Phe

val

Phe

105

Glu

Val

Lys

Gly

Lys

185

Thr

Gly

Ala

24

Ile

10

Tyr

Gly

Gly

Glu

val

S0

Asp

Gln

Lys

Gly

Asp

170

Trp

Pro

Gly

Asp

Thr

Gly

Tyr

Asn

Ile

75

His

Leu

Lys

Cys

Ser

155

Gly

Ile

Asp

Thr

Thr
235

Ala

Lys

Lys

Thr

60

Lys

Ile

Ser

Leu

Lys

140

Asn

Asp

Glu

Lys

Lys

220

Ser

Thr

Pro

Asp

45

Pro

Cys

Thr

Gly

Arg
125

Tyr

Pro

Val

Leu

Leu

205

Thr

Tyr

Tyr

Thr

30

Val

Ile

Thr

Asp

His

110

Ser

Pro

Asn

vVal

Lys

190

Thr

Glu

Ser

Gly

15

Gly

Asp

Phe

Lys

Asp

95

Ala

Ala

Glu

Tyr

Ala

175

Glu

Gly

Ala

Ser

Asp

Ala

Lys

Lys

Pro

80

Asn

Phe

Gly

Gly

Leu

160

Val

Ser

Pro

Glu

Lys
240



<211> 240

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> mutante Phl p 1

<400> 6

Ile

Lys

Gly

Pro

Ser

65

Glu

Pro

Trp

Pro

Pro

50

Gly

Ala

Lys

Leu

Ala

35

Phe

Arg

Cys

Val

Asp

20

Asp

Ser

Gly

Ser

Pro

Ala

Asn

Gly

Gly
85

Pro

Lys

Gly

Met

Gly

70

Glu

ES 2576482 T3

Gly

Ser

Gly

Thr

55

Ser

Pro

Pro

Thr

Ala

40

Gly

Cys

Val

Asn

Trp

25

Cys

Cys

Phe

val

25

Ile

10

Tyr

Gly

Gly

Glu

Val
20

Thr

Gly

Tyr

Asn

Ile

75

His

Ala

Ala

Ala

Thr

60

Lys

Ile

Thr

Pro

Asp

45

Pro

Cys

Thr

Tyr

Thr

30

Val

Ile

Thr

Asp

Gly

15

Gly

Asp

Phe

Lys

Asp
95

Asp

Ala

Ala

Lys

Pro

80

Asn



Glu Glu Pro

Gly Ala Met
115

Glu Leu Glu
130

Thr Lys Val
145

Ala Leu Leu

Asp Ile Ala

Trp Gly Ala
185

Phe Thr Val
210

Asp Val Ile
225

<210>7

<211> 864

<212> ADN

<213> Phleum pratense

<400> 7

Ile

100

Ala

Leu

Thr

Val

Glu

180

Ile

Arg

Pro

Ala

Lys

Gln

Phe

Lys

165

Ala

Trp

Tyr

Glu

Pro

Lys

Phe

His

150

Tyr

Gly

Arg

Thr

Gly
230

ES 2576482 T3

Tyr

Gly

Arg

135

Val

Val

Ala

Ile

Thr

215

Trp

His

Asp

120

Arg

Glu

Asn

Asp

Asp

200

Glu

Lys

Phe

105

Glu

Val

Lys

Gly

Ala

185

Thr

Gly

Ala

26

Asp

Gln

Lys

Gly

Asp

170

Trp

Pro

Gly

Asp

Leu

Lys

Cys

Ser

155

Gly

Ile

Asp

Thr

Thr
235

Ser

Leu

Lys

140

Asn

Asp

Glu

Lys

Lys

220

Ser

Gly

Arg

125

Tyr

Pro

vVal

Leu

Leu

205

Thr

Tyr

His

110

Ser

Pro

Asn

Val

Lys

190

Thr

Glu

Ser

Ala

Ala

Glu

Tyr

Ala

175

Glu

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

Gly

Leu

160

Val

Ser

Pro

Glu

Lys
240



gccgatctag
acccccgecg
ctgatcgaga
ccagcggaca
gcggagggcece
acctccaagc
gaggccaagt
accctcgagg
gagctgcagg
gccgecgecceg
gcgagcacgg
aagcaggcct
accgcgctga
gcecgetgeca
gctactggtg
<210> 8
<211> 864
<212> ADN
<213> Desconocido
<220>

<223> mutante Phl p 5

<400> 8

gttacggcce
cccecggecgg
agatcaacgc
agtacaggac
tctecgggecga
tcgacgecge
acgacgccta
tccacgecegt
tcatcgagaa
ccaacgacaa
gcggcegecta
acgccgccac
aaaaggccat
ccgccaccge

gctacaaagt

ES 2576482 T3

cgccacccca
agcggagcca
cggcttcaag
gttcgtcegea
gcccaagggc
ctacaagctc
cgtcgecace
caagcccgcg
ggtcgacgcece
gttcacegtce
cgagagctac
cgtcgecacce
caccgccatg
aacctccgece

ctga

gctgccecgg
gcaggtaagg

gcggecttgg

accttecggeg
gccgcecgaat
gcctacaaga
ctaagcgagg
gccgaggagg
gccttcaagg
ttcgaggcecg
aagttcatcc
gcgccggagg
tccgaggecce

gttggcgegg

27

tcgeceggceta
cgacgaccga
ccgectgecge
cggcctccaa
ccagctccaa
cagccgaggg
cgcteegeat
tcaaggttat
tcgectgeccac
ccttcagcaa

ccgecectgga
tcaagtacac
agaaggctgce

ccgecggege

cacccccgec
ggagcagaag
cggcgteeccg
caaggccttce
ggcecgegete
cgcgacgcect
catcgecegge
ccectgeegge
cgccgcecaac
cgccatcaag
ggccgecegte
cgtctttgag
caagcccgcet

cgccaccgec

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

864



<210>9

gccgatctag
acccccgecg
ctgatcgaga
ccagcggaca
gcggagggcec
acctccaagce
gaggccaagt
accctcgagg
gagctgcagg
gccgegeccg
gcgagcacgg
aagcaggcct
accgcgcetga
gccgetgeca

gctactggtg

<211> 1590

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

gttacggcce
cceccggecgyg
agatcaacgc
agtacaggac
tctecgggega
tcgacgecge
acgacgccta
tccacgeegt
tcatcgagaa
ccaacgacaa
gcggegecta
acgccgecac
aaaaggccat
ccgccaccgce

gctacaaagt

ES 2576482 T3

cgccacccca
agcggagcca
cggcttcaag
gttegtcegea
gcccaagggce
ctacaagctc
cgtegecacce
caagcccgeg
ggtcgacgcece
gttcaccgtce
cgagagctac
cgtcgecacce
caccgccatg
aacctccgece

ctga

<223> hibrido de tipo silvestre Phlp 1-Phlp 5

<400> 9

gctgeeeegg

gcaggtaagg

gcggecttgg

accttcggceg
gccgecgaat
gcctacaaga
ctaagcgagg
gccgaggagg
gccttcaagg
ttcgaggceg
aagttcatcc
gcgecggagg
tccgaggecce

gttggcgegyg

tcgeeggeta
cgacgaccga
ccgetgecge
cggcctccaa
ccagctccaa
cagccgaggg
cgctccgecat
tcaaggttat
tcgectgecac
ccttcagcaa
ccgecctgga
tcaagtacac
agaaggctgce

ccgecggege

cacccccgece
ggagcagaag
cggcgteceg
caaggccttce
ggccgegete
cgcgacgcect
catcgecegge
ccttgeecgge
cgccgccaac
cgccatcaag
ggccgecegte
cgtctttgag
caagcccgcet

cgccaccgece

atccccaagg ttccececeggg teccgaacatce acggcgacct acggcgacaa gtggectcgac

gcgaagagca catggtacgg caagccgacg ggcgcecggtc ccaaggacaa cggeggcget

28

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

864

60

120



<210> 10

tgcgggtaca
cctatcttca
gaggcctget
gceccecctace
gagcagaagc
tacccggagg
gcgetgettg
aagggcaagg
actcccgata
accgaagccg
gaattcgeceg
cccgcecacce
cagaagctga
gtcecegecag
gcettegegg
gcgctcacct
acgcctgagg
gccggcaccce
gccggcgage
gccaacgccg
atcaaggcga
gcegtcaage
tttgagaccg
ccecgetgeceg

accgccgceta

<211> 1590

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> mutante hibrido Phip 1 - Phlp 5

<400> 10

aggacgtgga
agtcecggecg
ccggcgagcece
acttcgacct
tgcgcagege
gcaccaaggt
tgaagtacgt
acaagtggat
agctcacggg
aggacgtcat
atctaggtta
ccgecgecce
tcgagaagat
cggacaagta
agggcctcte
ccaagctcga
ccaagtacga
tcgaggtcca
tgcaggtcat
cgcccgcecaa
gcacgggcgg
aggcctacge
cgctgaaaaa
ctgccaccege

ctggtggcta

ES 2576482 T3

caagcccecg
cggetgegge
cgtggtagtce
ctceggecac
cggcgagetg
gaccttccac
taacggcgac
cgagctcaag
ccecttecace
ccctgaggge
cggccecgece
ggccggageg
caacgccggce
caggacgttc
gggcgagcecce
cgcegectac
cgcctacgte
cgccgtceaag
cgagaaggtc
cgacaagttc
cgcctacgag
cgccaccgte
ggccatcacce
caccgcaacc

caaagtctga

ttcagcggeca
tcectgetttg
cacatcaccg
gcgttecgggg
gagctccagt
gtggagaagg
ggagacgtgg
gagtcgtggg
gtccggtaca
tggaaggccg
accccagcetg
gagccagcag
ttcaaggcgg
gtcgcaacct
aagggcgcecg
aagctcgect
gccaccctaa
cccgeggecg
gacgccgcect
accgtctteg
agctacaagt
gccaccgcgce
gccatgtecg

tcegeegttg

29

tgaccggctg
agatcaagtg
acgacaacga
cgatggccaa
tceggegegt
ggtccaaccce
tggcggtgga
gagccatctg
ccaccgaggg
acaccagcta
cceceggtege
gtaaggcgac
ccttggecge
tcggegegge
ccgaatccag
acaagacagc
gcgaggcegcet
aggaggtcaa
tcaaggtcgce
aggccgectt
tcatcccecege
cggaggtcaa
aggcccagaa

gcgcggecge

cggcaacacc
caccaagccce
ggagcccatc
gaagggcgat
caagtgcaag
caactacctg
catcaaggag
gaggatcgac
cggcaccaag
ctcgtccaag
cggctacacc
gaccgaggag
tgcegecgge
ctccaacaag
ctccaaggcece
cgagggcgcg
ccgcatcatce
ggttatcecct
tgccaccgece
cagcaacgcc
cctggaggcece
gtacaccgtc
ggctgccaag

cggegecgec

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1590



atccccaagg
gcgaagagca
tgcgggtacg
cctatcttca
gaggcctget
gceccecctace
gagcagaagc
tacccggagg
gcgectgettg
gcgggcgcgyg
actcccgata
accgaagccg
gaattcgeceg
cccgcecacce
cagaagctga
gtcecegecag
gcettegegg
gcgctcacct
acgcctgagg
gccggcaccce
gccggcgage
gccaacgccg
atcaaggcga
gcegtcaage
tttgagaccg
ccecgetgeceg
accgccgceta

<210> 11

<211>723

<212> ADN

<213> Phleum pratense

<400> 11

ttceceeeggg
catggtacgg
cagacgtgga
agtcecggecg
ccggcgagcece
acttcgacct
tgcgcagege
gcaccaaggt
tgaagtacgt
acgcgtggat
agctcacggg
aggacgtcat
atctaggtta
ccgecgecce
tcgagaagat
cggacaagta
agggcctcte
ccaagctcga
ccaagtacga
tcgaggtcca
tgcaggtcat
cgcccgcecaa
gcacgggcgg
aggcctacge
cgctgaaaaa
ctgccaccege

ctggtggcta

ES 2576482 T3

tccgaacatce
cgcgccgacg
cgcgcccecyg
cggetgegge
cgtggtagtce
ctceggecac
cggcgagetg
gaccttccac
taacggcgac
cgagctcaag
ccecttecace
ccctgaggge
cggccecgece
ggccggageg
caacgccggce
caggacgttc
gggcgagcecce
cgcegectac
cgcctacgte
cgccgtceaag
cgagaaggtc
cgacaagttc
cgcctacgag
cgccaccgte
ggccatcacce
caccgcaacc

caaagtctga

acggcgacct
ggcgeeggte
ttcagcggeca
tcectgetttg
cacatcaccg
gcgttecgggg
gagctccagt
gtggagaagg
ggagacgtgg
gagtcgtggg
gtccggtaca
tggaaggccg
accccagcetg
gagccagcag
ttcaaggcgg
gtcgcaacct
aagggcgcecg
aagctcgect
gccaccctaa
cccgeggecg
gacgccgcect
accgtctteg
agctacaagt
gccaccgcgce
gccatgtecg

tcegeegttg

30

acggcgacaa
ccgcggacaa
tgaccggctg
agatcaagtg
acgacaacga
cgatggccaa
tceggegegt
ggtccaaccce
tggcggtgga
gagccatctg
ccaccgaggg
acaccagcta
cceceggtege
gtaaggcgac
ccttggecge
tcggegegge
ccgaatccag
acaagacagc
gcgaggcegcet
aggaggtcaa
tcaaggtcgce
aggccgectt
tcatcccecege
cggaggtcaa
aggcccagaa

gcgeggecge

gtggctcgac

cggcggcegcet

cggcaacacc
caccaagccce
ggagcccatc
gaagggcgat
caagtgcaag
caactacctg
catcgcggag
gaggatcgac
cggcaccaag
ctcgtccaag
cggctacacc
gaccgaggag
tgcegecgge
ctccaacaag
ctccaaggcece
cgagggcgcg
ccgcatcatce
ggttatcctt
tgccaccgece
cagcaacgcc
cctggaggcece
gtacaccgtc
ggctgccaag

cggegecgec

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1590
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atccccaagg tteccecececggg tccgaacatce acggcgacct acggcgacaa gtggctcgac 60
gcgaagagca catggtacgg caagccgacg ggcgccggtc ccaaggacaa cggcggegcet 120
tgcgggtaca aggacgtgga caagcccccg ttcageggca tgaccggetg cggcaacacce 180
cctatcttca agtcecggecg cggectgegge tecctgetttg agatcaagtg caccaagecce 240
gaggcctget ccggecgagcec cgtggtagtce cacatcaccg acgacaacga ggagcccatc 300
gcccecctace acttcgacct cteccggecac gegttecgggg cgatggccaa gaagggcgat 360
gagcagaagc tgcgcagcgce cggcgagetg gagctccagt tccggegegt caagtgcecaag 420
tacccggagg gcaccaaggt gaccttccac gtggagaagg ggtccaaccce caactacctg 480
gcgetgettg tgaagtacgt taacggcgac ggagacgtgg tggcggtgga catcaaggag 540
aagggcaagg acaagtggat cgagctcaag gagtcgtggg gagccatctg gaggatcgac 600
actcccgata agctcacggg ccccttcace gtccggtaca ccaccgaggg cggcaccaag 660
accgaagccg aggacgtcat ccctgaggge tggaaggccg acaccagcta ctcegtccaag 720
tga 723
<210>12
<211>723
<212> ADN
<213> Desconocido
<220>
<223> mutante Phl p 1
<400> 12
atccccaagg ttccececeggg teccgaacatce acggcecgacct acggcgacaa gtggctcgac 60
gcgaagagca catggtacgg cgcgccgacg ggcgccggtc ccgcggacaa cggcggceget 120
tgcgggtacg cagacgtgga cgcgcccceccg ttcageggeca tgaccggcectg cggcaacacc 180
cctatcttca agtccggeccg cggectgegge tcecctgetttg agatcaagtg caccaagcecc 240
gaggcctget ccggecgagec cgtggtagtce cacatcaccg acgacaacga ggagcccatc 300
gccccctace acttcgacct ctececggecac gegttecgggg cgatggccaa gaagggcgat 360
gagcagaagc tgcgcagcgce cggcgagetg gagctccagt tccggegegt caagtgcaag 420
tacccggagg gcaccaaggt gaccttccac gtggagaagg ggtccaaccce caactacctg 480
gcgectgettg tgaagtacgt taacggcgac ggagacgtgg tggcggtgga catcgeggag 540
gcgggcgegg acgcegtggat cgagctcaag gagtcgtggg gagccatctg gaggatcgac 600
actcccgata agctcacggg ccccttcace gtececggtaca ccaccgaggg cggcaccaag 660
accgaagccg aggacgtcat ccctgaggge tggaaggccg acaccagcta ctcgtccaag 720
tga 723

31
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<210> 13

<211> 25

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> oligonucledtido sintético
<400> 13

caaggttatc cttgccggeg agcetg 25
<210> 14

<211> 29

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> oligonucledtido sintético
<400> 14

cgcggtacca tccccaaggt tccecceggg 29
<210> 15

<211> 26

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> oligonucledtido sintético
<400> 15

gcgaattcct tggacgagta gctggt 26
<210> 16

<211> 29

<212> DNA

<213> Desconocido

<220>

<223> oligonucledtido sintético

<400> 16

32



10

15

cgcgaattcg ccgatctagg ttacggeccc
<210> 17

<211> 27

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> oligonucledtido sintético
<400> 17

gcgggatcct cagactttgt agccacc
<210> 18

<211> 51

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> oligonucledtido sintético

<400> 18

ES 2576482 T3

29

27

gcgggtaccc atatgcatca ccatcaccat cacatcccca aggticccccg 51

33
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Reivindicaciones

1. Una variante del alérgeno principal de Phleum pratense principal alérgeno Phl p 5 de tipo silvestre representada por
la SEQ ID NO: 1 o de una isoforma de la misma idéntica a SEQ ID NO: 1 en al menos un 94%, preferiblemente al
menos 96%, teniendo dicha variante las siguientes caracteristicas:

a) reactividad reducida de IgE en comparacioén con dicho alérgeno Phl p 5 de la SEQ ID NO: 1;
b) una secuencia de aminoacidos que presenta una sustitucion en el residuo Pro en la posicion 158 de la SEQ ID NO: 1,

0, para una variante de la isoforma Phl p 5, una sustitucién en la posicion correspondiente de dicha isoforma, es decir,
en la posicion en que coincide el residuo 158 de la SEQ ID NO: 1 en una alineacion de la secuencia de la isoforma Phl p
5 con la SEQ ID NO: 1.

2. La variante de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la reactividad de IgE en los sueros de pacientes alérgicos al
polen de Phleum pratense se reduce en al menos 10% en comparacion con el alérgeno Phl p 5 de la SEQ ID NO: 1.

3. La variante de acuerdo con las reivindicaciones 1-2, en donde el residuo Pro 158 se reemplaza con un aminoacido
neutro, acido o basico, que se selecciona preferiblemente de Leu, Ala, Thr, Gly, lle, Ser, Phe, Lys, Arg, Glu, Asp, mas
preferiblemente de Ala, Thr, Ser, Gly, Lys, Arg, Glu, Asp.

4. La variante de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, que consiste de la SEQ ID NO: 2.
5. Una proteina hibrida que contiene una variante del alérgeno principal Phl p 5 del polen de Phleum pratense como se
define en las reivindicaciones 1-4 y una variante hipoalergénica del alérgeno principal Phl p 1 de polen de Phleum

pratense, opcionalmente separadas por un enlazador.

6. La proteina hibrida de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde dicha variante hipoalergénica Phl p 1 se obtiene de
la proteina de la SEQ ID NO: 5 o de una isoforma de la misma con al menos 85%, preferiblemente al menos 90% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 5, por sustitucion de uno o mas residuos de Lys en las posiciones 28, 35, 44,
48, 179, 181, 183 y/o 185 de la SEQ ID NO: 5, o en las posiciones correspondientes de dicha isoforma.

7. La proteina hibrida de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde dichos residuos de Lys se reemplazan con
aminoacidos neutros o polares seleccionados de Ala, Thr, Gly, Pro, Leu, lle, Phe y Ser.

8. La proteina hibrida de acuerdo con las reivindicaciones 5-7, en donde dicha variante hipoalergénica Phl p 1 consiste
enla SEQID NO: 6.

9. La proteina hibrida de acuerdo con las reivindicaciones 5-8, en donde dichas variantes hipoalergénicas Phl p 1y Phl
p 5 se encuentran ya sea en los extremos amino o carboxilo con una orientacion de cabeza a cola.

10. La proteina hibrida de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde Phl p 1 y Phl p 5 se encuentran en el extremo
amino y carboxilo, respectivamente.

11. La proteina hibrida de acuerdo con las reivindicaciones 5-10, en donde dicho enlazador se compone de una
secuencia de aminoacidos que contiene de 1 a 8 aminoacidos y, preferiblemente, el dipéptido EF.

12. La proteina hibrida de acuerdo con la reivindicacién 11, que consiste en la SEQ ID NO: 4.

13. Una molécula de acido nucleico que codifica para una variante hipoalergénica Phl p 5 de acuerdo con las
reivindicaciones 1-4, o para una proteina hibrida de acuerdo con las reivindicaciones 5-12.

14. Una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 13, cuya secuencia se selecciona de las SEQ ID
NOs: 8y 10.

15. Un vector de expresion que contiene la molécula de acido nucleico de acuerdo con las reivindicaciones 13-14.

16. Una composicion farmacéutica que contiene una cantidad efectiva de una variante hipoalergénica Phl p 5 de
acuerdo con las reivindicaciones 1-4 o de una proteina hibrida de acuerdo con las reivindicaciones 5-12, y vehiculos,
excipientes o adyuvantes farmacéuticamente aceptables.
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17. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 16, que esta en una forma adecuada para administracion
sublingual, intranasal, subcutanea o transdérmica.

18. La variante hipoalergénica Phl p 5 de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, o la proteina hibrida de acuerdo con las
reivindicaciones 5-12 o la composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 16-17, para su uso en la
inmunoterapia de sujetos alérgicos a Phleum pratense.

19. La variante hipoalergénica de acuerdo con las reivindicaciones 1-4 o la proteina hibrida de acuerdo con las
reivindicaciones 5-12, o la composiciéon farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 16-17, para su uso en la
inmunoterapia de sujetos alérgicos a Phleum pratense de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde dichos sujetos se
ven afectados por asma bronquial, rinitis alérgica, conjuntivitis alérgica o sindrome oral alérgico.
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Figura 5
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