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DESCRIPCIÓN

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

La presente invención proporciona variantes hipoalergénicas de Phl p 5, moléculas de ácido 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.5

Antecedentes de la invención

Las alergias son causadas por una anormalidad en el sistema inmune que reacciona produciendo anticuerpos IgE frente 
a proteínas que, por sí mismas, son totalmente inofensivas y están contenidas principalmente en los pólenes, ácaros, 
epitelios, y algunos alimentos.

Estimaciones recientes muestran que más del 25% de las personas en los países industrializados se ven afectadas por 10
esta enfermedad, que, persistiendo en el tiempo, puede inducir el empeoramiento de los síntomas (por ejemplo, 
aparición de asma) y sensibilización a otros alérgenos, haciendo de este modo más complicada la elección de la terapia 
mas apropiada (1).

Una inmunoterapia específica de hiposensibilización (SIT), a diferencia de una terapia farmacológica, es la única forma
de tratamiento etiológico de las enfermedades alérgicas que es capaz de afectar positivamente algunos parámetros 15
inmunológicos que son la base de la enfermedad.

Una SIT consiste en la administración 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 
inmunológica" hacia dicha sustancia. Esta tolerancia inmunológica se asocia a una reducción o incluso la desaparición 
de los síntomas alérgicos.20

El riesgo de provocar efectos secundarios que son incluso de naturaleza más grave (2), también se reduce 
considerablemente mediante el uso de vacunas de liberación 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. Además, como una 
SIT se lleva a cabo mediante la administración de una mezcla de proteínas alergénicas y no alergénicas de origen 
natural sin tener en cuenta el perfil de sensibilización del paciente, pueden surgir nuevas reactividades de IgE a los 25
alérgenos inicialmente perjudiciales que están presentes en el extracto.

El éxito de SIT se asocia con una modulación de la respuesta inmune a las moléculas alergénicas al nivel de células T 
auxiliares y por la inducción de bloqueo de anticuerpos IgG específicos para la sensibilización de los alérgenos. Estos 
anticuerpos (de protección) pueden competir con IgE por el antígeno, influyendo la estructura tridimensional de esta 
molécula, e inhibiendo la presentación mediada por IgE de alérgenos a las células T, por lo que interfieren con la 30
manifestación crónica de atopia (3).

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

Durante los últimos 15 años, se han hecho considerables avances en el campo de la caracterización de alérgenos
gracias a la aplicación de las tecnologías basadas en ADN recombinante. Los ADNc que codifican para los principales 35
alérgenos están disponibles para los estudios de alergenicidad y el desarrollo de pruebas de diagnóstico, y permiten SIT 
innovadoras con base en el uso de proteínas 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 están sensibilizados contra el polen de gramíneas de 
los géneros que pertenecen a la numerosa familia de Poaceae. Cerca de 20 especies de 9000, de cinco subfamilias, se 40
considera que son la causa más frecuente de la alergia al polen de gramíneas; 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 gramíneas se han clasificado en diferentes grupos en función de su reactividad cruzada. Se 45
han descrito hasta 13 familias de alérgenos dentro de la subfamilia Pooideae, de las cuales el grupo 1 y 5 alérgenos
parecen ser los más clínicamente relevantes, ya que el 95 y hasta el 85% de los pacientes con alergia a gramíneas, 
respectivamente, son sensibles a ellos. Los anticuerpos IgE contra estas dos clases de alérgenos principales 
representan 80% o más de los IgE específicos en los sueros de los pacientes.
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Los alérgenos del grupo 1 son glicoproteínas con un peso molecular de alrededor de 30-35 kDa, con propiedades 
bioquímicas y funcionales similares a las β-expansinas, enzimas que pertenecen a la familia de las cisteína-proteinasas 
que participan en los procesos de crecimiento, diferenciación, fertilización y maduración de los frutos. La secuenciación 
de los alérgenos del grupo 1 de ocho especies ha puesto de manifiesto un nivel del 90% de conservación de 
aminoácidos.5

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

Dentro de la subfamilia Pooideae, el polen de Phleum pratense es el más estudiado, ya que representa una causa 10
importante de la rinitis, conjuntivitis y asma bronquial (5); este polen ha sido frecuentemente utilizado como fuente para 
el aislamiento y clonación de alérgenos, y puede ser considerado como representativo de toda la subfamilia y adecuado 
para la inmunoterapia específica de alérgenos contra la alergia a los pólenes de gramíneas Poideae (6).

Los dos principales alérgenos en el polen de Phleum pratense son Phl p 1 (cuya secuencia de nucleótidos se identifica 
por el GenBank Acceso No. X78813) y Phl p 5 (7).15

Phl p 5 está representado por varias isoformas que se pueden discernir en dos grupos principales denotados a
(AF069470) (8) y b (Z27083). La incubación de las Phl p 5 naturales, separadas por electroforesis bidimensional, con 
anticuerpos IgE específicos reveló que cada una de las dos isoformas se divide en al menos cuatro isoalérgenos que 
tienen epítopos idénticos, pero al menos un epítopo diferente, localizado tanto en el terminal C como en el terminal N de 
la molécula.20

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

Se han realizado numerosos estudios para identificar o alterar epítopos de IgE del alérgeno principal Phl p 5 de Phleum 25
pratense o de las proteínas homólogas producidas en otras gramíneas pertenecientes a la subfamilia Pooideae.

Con respecto a la isoforma Phl p 5b, se demostró la naturaleza conformacional de algunos epítopos 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 
disminuyó significativamente como lo demuestran los ensayos de inhibición de ELISA y la estimulación de basófilos, y 30
las pruebas de punción cutánea in vivo (SPT). La capacidad de inducir anticuerpos IgG específicos se mantuvo sin 
cambios lo que demuestra que la sustitución de aquellos aminoácidos de lisina no obstaculiza la integridad estructural 
de la proteína (10).

Schramm y colaboradores (Journal of Immunology, vol. 162 no. 4, 15 de Febrero de 1999, páginas 2406 a 2414) 
describen la producción de algunas variantes (mutantes puntuales y de supresión) de la isoforma Phl p 5b para reducir 35
la capacidad de enlazamiento de IgE, mientras se conserva la reactividad de las células T. Más particularmente, la 
región 122-164 ha sido reconocida como una región del epítopo de enlazamiento de IgE que es también en parte la 
región del epítopo de células T.

La construcción de mutantes de Phl p 5b puntuales y de supresión mostró que la capacidad de enlazamiento de IgE de 
la molécula se redujo dependiendo de la longitud de la supresión. Se analizaron los mutantes que carecen de partes de 40
la molécula, como los tramos de aminoácidos 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 introducción de estas mutaciones puntuales o la supresión más corta DM3 no afectó la capacidad de enlazamiento 
de IgE de estas variantes, en contraste las supresiones más grandes en los mutantes DM2 y DM4 causaron una fuerte 
reducción de la reactividad de IgE in vitro (mediante el ensayo de inhibición de ELISA y de liberación de histamina) e in 45
vivo (SPT). Los mutantes que carecen de epítopos individuales no fueron capaces de inducir la proliferación de células 
T específicas para estos epítopos. El mejor compromiso se encontró en el caso de DM4 mutante, donde los autores 
observaron una reducción 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 probó la alta homología de secuencia mostrada 50
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 observó que el mutante de supresión doble Phl p 5a Δ(94-113, 175-198) mostró un enlace de 
IgE fuertemente disminuido en el ensayo de inmunotransferencias y pruebas de inhibición de IgE, y una capacidad 
reducida 11,5 veces para activar basófilos en comparación con la molécula recombinante de tipo silvestre. Los ensayos 
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de proliferación de células T demostraron retención de la capacidad de estimulación del mutante de doble supresión. El 
mutante caracterizado por una sola supresión Δ94-113, correspondiente a elix 3 y situado en el terminal N de la 
molécula, mostró un enlazamiento reducido de IgE sólo en un subgrupo de los sueros de pacientes alérgicos y una 
capacidad reducida para inducir la liberación de histamina por basófilos. La supresión Δ175-198 solamente localizada
en el terminal C causó una mayor reducción en el enlazamiento de IgE que la supresión Δ94-113, pero inferior a la de la 5
doble supresión (12).

Para confirmar la presencia de epítopos importantes en la región del terminal N de Phl p 5a, se caracterizó el fragmento 
de Phl p 5a (56-165), que comprende alrededor de un tercio de la longitud completa de la molécula. Este estudio 
demostró que este fragmento representa una parte inmunodominante del alérgeno y contiene epítopos de IgE, ya que 
reacciona fuertemente con IgE de suero del 90% de los pacientes alérgicos al polen de las gramíneas analizadas (13).10

Con base en estudios de mapeo de epítopos de células B y T y en la comparación de secuencias de alérgenos del 
grupo 5 de diferentes gramíneas, 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 aminoácidos K57A 
(D1), K172N, F173L, T174A, V175A (D2), A204G, V205A, K206A (D3), G273A (D4), K275A (D5), combinados de 
diferentes maneras para obtener múltiple mutantes, condujeron a una reducción de la capacidad de enlazamiento de15
IgE y actividad alergénica, como se determina por la liberación de histamina de los basófilos y SPT en pacientes 
alérgicos, pero no afectó la capacidad de inducir la proliferación de células T. Este trabajo demostró que un epítopo de 
células B inmunodominante en Lol p 5 implica el dominio D2 (14).

La posibilidad de utilizar diseñado moléculas multiméricas modificadas genéticamente que constan de diferentes 
alérgenos del mismo organismo o de diferentes organismos para terapia específica de hiposensibilización ha sido 20
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 única preparación que contiene los alérgenos en una relación molar 
precisa.

Se ha demostrado que la inmunogenicidad de dos moléculas hipoalergénicas puede ser aumentada mediante su 
ensamblaje como una sola molécula híbrida. En relación con alergia a las gramíneas, la asociación de Phl p 1 y Phl p 5 25
en una sola molécula híbrida debe representar el repertorio de epítopos 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 rompió la secuencia de nucleótidos de Phl p 2 por fragmentación, ensamblada 
nuevamente en orden alterado y fusionada con una secuencia truncada de Phl p 6. El híbrido retuvo la reducción de la 30
reactividad de IgE y la actividad alergénica de sus componentes como se muestra por ELISA y ensayos de activación 
de basófilos. La inmunización de ratones con la molécula híbrida demostró la mayor inmunogenicidad de esta molécula 
híbrida, lo que conduce a niveles más altos de anticuerpos IgG específicos del alérgeno en comparación con los 
componentes individuales.

Se desarrolló una molécula modificada genéticamente mediante el ensamblaje de los ADNc que codifican para los 35
cuatro principales alérgenos de Phleum pratense Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5, Phl p 6. El híbrido contenía la mayoría de los 
epítopos de células B de polen de gramíneas y podría ser utilizado para el diagnóstico de alergias en 98% (n = 652) de 
los pacientes alérgicos a estas plantas. La inmunización de ratones y conejos con la molécula híbrida indujo una
respuesta más fuerte y temprana al anticuerpo IgG que mezclas equimolares de los componentes individuales (16). Los 
resultados de un trabajo posterior confirmó la capacidad de este híbrido, que consta de cuatro alérgenos principales, de 40
reemplazar el extracto tradicional de polen de Phleum pratense para el diagnóstico in vivo de la alergia al polen de 
gramíneas por medio de SPT (17).

Como la inmunoterapia convencional es más eficaz en pacientes con sensibilidades alérgicas particulares en
comparación con los sujetos sensibles a múltiples alergias, se modificó genéticamente una quimera de alérgeno para el 
tratamiento de sensibilidad múltiple al polen de abedul y de gramíneas. El principal alérgeno del polen de abedul Bet v 1 45
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 aplicación intranasal de la quimera antes de la sensibilización múltiple suprimió 
significativamente las respuestas Th2 humorales y celulares específicas para los tres alérgenos e impidió el desarrollo 
de la inflamación de las vías respiratorias después de la exposición al alérgeno con Phleum pratense y extractos de 50
polen de abedul (18).

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

Con base en los conocimientos actuales, la mayoría de los pacientes alérgicos a las gramíneas se sensibilizan55
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principalmente contra alérgenos del grupo 1 y 5. El uso de una variante híbrida hipoalergénica altamente purificada
como Phl p i - Phl p 5 puede inducir una respuesta específica 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 incluía exclusivamente los 5
epítopos inmunodominantes de Phl p 1 y Phl p 5, la asociación de los dos alérgenos completos representaría todo el 
repertorio de epítopos T, y podría inducir una fuerte respuesta protectora de IgG en una población alérgica más amplia.

Descripción de la invención

Ahora se ha encontrado que el enlazamiento del alérgeno Phl p 5 a la IgE puede ser reducida mediante la modificación 
de su secuencia por medio de la sustitución de residuos de aminoácidos específicos.10

De acuerdo con un primer aspecto de la misma, la invención 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;15

b) una secuencia de aminoácidos que presenta una sustitución en el residuo Pro en la posición 158 de la SEQ ID NO: 1, 
o, cuando la variante se deriva de una isoforma de Phl p 5, se presenta una sustitución en la posición correspondiente 
de dicha isoforma, es decir, en la posición que coincide con el residuo 158 de la SEQ ID NO: 1 en una alineación 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 20
secuencias naturales depositadas con los números 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 está sustituido con un 
aminoácido neutro, polar, ácido o básico, que se selecciona preferiblemente de Leu, Ala, Thr, Gly, He, Ser, Phe, Lys, 
Arg, Glu, Asp, y más preferiblemente de Ala, Thr, Ser , Gly, Lys, Arg, Glu, Asp.25

En una realización preferida, la variante de acuerdo con la invención que contiene una sustitución tiene la secuencia 
identificada en la SEQ ID NO: 2.

La variante de sustitución del alérgeno Phl p 5 de acurdo con la presente invención muestra una reducción de la 
reactividad de IgE de al menos 10% en comparación con la molécula de tipo silvestre, preferiblemente de al menos 
30%, y más preferiblemente de al menos 60%, con el suero de los pacientes alérgicos a Phleum pratense.30

La reactividad de IgE de la variante de la SEQ ID NO: 2 se analizó en una combinación de sueros de individuos 
alérgicos mediante el ensayo de ELISA (Fig. 1). Cuando se incubó con una combinación de sueros de once pacientes 
alérgicos al polen de Phleum pratense, dicha variante presenta una reducción media de la reactividad de IgE en 
comparación 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 inhibición de ELISA, que permiten evaluar la reactividad de 35
epítopos homólogos de proteínas diferentes. Se encontró que con 3,125 pmol/ml de inhibidor, el enlazamiento de la 
proteína Phl p 5 de tipo silvestre (SEQ ID NO: 1) con las IgE de una combinación de sueros es inhibido en un 73,2% 
cuando se trata previamente el suero con la misma proteína, 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 sustitución del aminoácido en la posición 158 de la SEQ ID NO: 1 interfiere 40
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: 1 y la variante hipoalergénica de la SEQ ID NO: 2, que se utiliza 
para inmunizar ratones Balb/c, induce una respuesta específica 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 modificación del residuo en la posición 158 no causa una alteración significativa en los epítopos 45
de IgG de la molécula. Por otra parte, la inmunización con variantes de la SEQ ID NO: 1 y la SEQ ID NO: 2 induce una 
respuesta inmune más rápida 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 antígeno 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 inmunización de ratones con 
las SEQ ID NO: 1 y 2 alcanza el máximo en la segunda semana, cuando se observa el reconocimiento muy débil por los 
anticuerpos producidos por la inmunización con el extracto de polen de Phleum pratense (Fig. 5).

En cuanto a la inducción 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 5
los pacientes alérgicos a gramíneas con la misma eficacia que las IgG inducidas por la proteína de tipo silvestre (SEQ 
ID NO: 1) (Fig. 6). Los experimentos de inhibición 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 ningún tipo de inhibición del enlazamiento 10
específico IgE-Phl p 5.

Un aspecto adicional de la presente invención se refiere a un péptido inmunológicamente activo que corresponde a un 
fragmento de Phl p 5 que contiene la sustitución descrita anteriormente. Dicho péptido contiene preferiblemente 15 a 35, 
y más preferiblemente 15 a 20, residuos de aminoácidos. En la presente memoria, la expresión "inmunológicamente 
activo" significa que el péptido debe ser capaz de estimular una respuesta inmune independientemente de IgE.15

Otro aspecto de la invención se refiere a una proteína híbrida 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 proteína híbrida de acuerdo con la invención, dichas variantes hipoalergénicas de Phl p 5 y Phl p 1 están 
colocadas indiferentemente en el terminal amino o carboxilo con orientación de cabeza a cola; en otras palabras, 20
cuando el terminal amino de la proteína híbrida coincide con el terminal amino de Phl p 1 o Phl p 5, el terminal carboxilo 
de la proteína híbrida coincide con el terminal carboxilo de la proteína Phl p 5 o Phl p 1 respectivamente. De acuerdo 
con una realización preferida, el terminal amino de la proteína híbrida está 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 25
aminoácidos, más preferiblemente una cadena de dos aminoácidos, e incluso más preferiblemente del dipéptido EF 
(Glu-Phe).

En una realización preferida de la invención, la proteína híbrida contiene la variante hipoalergénica de Phl p 1 descrita
en la solicitud internacional de patente WO2002/022679 presentada por Consiglio Nazionale delle Ricerche. En 
particular, la variante hipoalergénica de Phl p 1 contenida en la proteína híbrida de acuerdo con la invención se obtiene 30
a partir de una proteína 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 sustitución de los residuos de Lys 
en posición 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 aminoácidos neutros o polares, preferiblemente seleccionados de Ala, Thr, Gly, Pro, Leu, Ile, 
Phe y Ser, y más preferiblemente Ala. En una realización preferida, dicha variante hipoalergénica de Phl p 1 es la SEQ 35
ID NO: 6. Las variantes hipoalergénicas de Phl p 1 denominadas aquí se describen en la solicitud de patente citada 
anteriormente.

Las isoformas de Phl p 1, que tiene más de 85% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 5 incluyen las moléculas 
naturales depositadas bajo los números de acceso Phl p 1.0101 (UniProt Q40967) 93%, Phl p 1.0102 (UniProt P43213) 
99%.40

La proteína híbrida 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 orientación de cabeza a cola (Phl p 1 → Phl p 5) a 
través del enlazador dipéptido EF, es particularmente preferido.

La variante híbrida de acuerdo con la presente invención muestra una reducción de enlazamiento de IgE de al menos 
10%, preferiblemente al menos 25% en comparación con el híbrido de tipo silvestre.45

La reactividad de IgE de la variante de SEQ ID NO: 4 se analizó en una combinación 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) mostró una reducción media del 27% en la reactividad de IgE en comparación con el híbrido de tipo 
silvestre (SEQ ID NO: 3).

Estos resultados fueron confirmados por experimentos de inhibición de ELISA. Se ha observado que en 50
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 específicas 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 híbrido mutante de la SEQ ID NO: 4 para competir en el enlazamiento de Phleum pratense-IgE disminuye 
significativamente en comparación tanto con la SEQ ID NO: 3 (p<0,0001) como con el extracto de polen de Phleum 5
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 específicas contenidas en una combinación
de sueros de los pacientes es inhibida en un promedio de 91,4% cuando se trata previamente el suero con el híbrido de 
tipo silvestre (SEQ ID NO: 3), y 43,4% cuando se incuba previamente con híbrido sometido a mutagénesis de la SEQ ID 10
NO: 4 (Fig. 10).

También se observó que la variante hipoalergénica de la SEQ ID NO: 4, que se utiliza para inmunizar ratones Balb/c, 
induce la producción de IgG específicas capaces de reconocer los componentes presentes en el extracto de polen de 
Phleum pratense (Fig. 11). La molécula híbrida de la SEQ ID NO: 4 induce una respuesta específica 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 15
mutagénesis. Por otra parte, la inmunización con el extracto de polen de Phleum pratense induce una menor producción 
de IgG específicas porque, después de dos semanas de tratamiento, la respuesta de IgG se reduce en 4,5 veces en 
comparación con la respuesta obtenida con la SEQ ID NO: 4.

El análisis de la reactividad de IgG inducida por la inmunización de ratones con extracto de polen de Phleum pratense
muestra que la respuesta de IgG a los dos alérgenos principales es muy tardía: la respuesta hacia Phl p 5 (SEQ ID NO: 20
1) se observa desde la segunda semana de tratamiento (Fig. 12), mientras que, hacia Phl p 1 (SEQ ID NO: 5), es más 
tardía y detectable por el ensayo de ELISA en la séptima semana después de la primera inmunización (Fig. 13). Por el 
contrario, la SEQ ID NO: 4 induce fuertemente la producción 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 antígeno no relacionado son incapaces de reconocer extracto de polen de 25
Phleum pratense, SEQ ID NO: 3 y 4 y las mezclas de variantes de tipo silvestre y sometidas a mutagénesis. 

En cuanto a la inducción 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 más eficacia que la mezcla de las dos 
variantes sometidas a mutagénesis (mezcla sometida a mutagénesis) (p <0,001) (Fig. 14). Los experimentos de 30
inhibición 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 proteínas 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 35
híbrida de tipo silvestre en un 28,4% (1,2-49,1%), y aquellas inducidas por la inmunización 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 ningún tipo de inhibición de enlazamiento específico del polen de IgE-Phleum pratense.

Las variantes de sustitución de acuerdo con la invención pueden ser fácilmente 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 40
secuencia de ADNc del híbrido 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 sustitución 
(monomérica) o la variante híbrida identificada como las SEQ ID NOs: 2 y 4, respectivamente.

Otros aspectos de la invención, por tanto, se refieren a una molécula de ácido nucleico que codifica para una variante 45
del alérgeno Phl p 5 descrita en el presente documento, para un péptido derivado de la misma o para la proteína híbrida 
Phl p 1- Phl p 5, y un vector de expresión que contiene dicha molécula junto con elementos de control de la expresión 
en células eucariotas o procariotas, tales como promotores o reforzadores de la transcripción, secuencias señal u otras 
secuencias de regulación de la transcripción. El vector puede ser un plásmido, virus, fago o cualquier otro vector usado 
comúnmente en ingeniería genética.50

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

Las variantes hipoalergénicas de acuerdo con la invención también pueden ser producidas como proteínas de fusión.
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En vista de su reducida reactividad de IgE, las variantes Phl p 5 de acuerdo con la presente invención 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 invención se refiere por tanto a una composición farmacéutica que contiene una cantidad 
eficaz de la variante hipoalergénica de Phl p 5, o de la proteína híbrida Phl p 1/Phl p 5, opcionalmente en combinación 5
con otros alérgenos de Phleum pratense, junto con vehículos farmacéuticamente aceptables, excipientes o adyuvantes. 
En una realización preferida, dicha composición 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 
síndrome alérgico oral (5, 21). Las formas de administración sublingual, intranasal, subcutánea y transdérmica son las 
más preferidas.10

Los principios y métodos de vacunación son conocidos por el experto en la materia y se describen, por ejemplo, en (20).

Los ejemplos siguientes ilustran la invención con mayor detalle. 

Breve descripción de las figuras

Fig. 1: Análisis de ELISA de la reactividad de IgE para el alérgeno Phl p 5 y su variante hipoalergénica de la SEQ ID 
NO: 215

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

Fig. 3: Respuesta de IgG de murino a las respectivas proteínas 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: Inhibición del enlazamiento de IgE a la SEQ ID NO: 1 por anticuerpos IgG de murino20

Fig. 7: Representación esquemática de la proteína híbrida de la SEQ ID NO: 3 y la SEQ ID NO: 4

Fig. 8: Análisis de ELISA de la reactividad de IgE con la variante híbrida de la SEQ ID NO: 4

Fig. 9: Inhibición del enlazamiento de IgE con el extracto de polen de Phl p

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

Fig. 11: Respuesta de IgG de murino a Phl p25

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: Inhibición 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 30
y Maniatis "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" II Ed. Vol. 1-2-3 CSH Lab Press 1989.

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

La mutagénesis específica 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 llevó a cabo por clonación de ADNc en un 
vector procariota (pBluescript, GenBank acceso número X52327) seguido de la amplificación por PCR. Los 35
oligonucleótidos utilizados como cebadores en la reacción de PCR (Tabla 1) portan las sustituciones de bases 
apropiadas. Para cada mutagénesis, se utilizó un oligonucleótido complementario que se enlaza a una región 
correspondiente de la cadena de ADN (19). Después de la amplificación, se degradó selectivamente el molde original 
sin alteraciones con la digestión enzimática catalizada por la enzima de restricción Dpn I. Se transformaron luego 
células de Escherichia coli con las moléculas sometidas a mutagénesis. Los clones obtenidos a partir de colonias 40
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bacterianas individuales se secuenciaron de acuerdo con Sanger para determinar la modificación de bases correcta y la 
ausencia de mutaciones no específicas en el ADNc.

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleótidos utilizados como cebadores en la mutagénesis específica del sitio. Las 
bases mutadas están en caracteres en negrita.

5

Oligonucleótido Secuencia 

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

Ejemplo 2 - Construcción de un plásmido que codifica para la molécula híbrida Phl p 1-Phl p 5 de tipo silvestre (molécula 
híbrida de tipo silvestre)

La molécula híbrida que contiene la información genética para el híbrido Phl p 1 -Phl p 5 de tipo silvestre se obtuvo 
mediante fusión de los ADNc que codifican para los alérgenos individuales.10

Los ADNc que codifican proteínas 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 oligonucleótidos 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 oligonucleótidos 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. 15

El producto de amplificación 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 insertó una secuencia que codifica para seis histidinas secuencia arriba de secuencia de Phl p 
1. Se insertaron un sitio Kpn I y un sitio Nde I (que contiene el ATG) en 5' del producto de amplificación de Phl p 1, y se 
insertó un sitio Eco RI en su extremo 3' en lugar del codón de parada. Se insertó un sitio Eco R I en lugar del ATG en el 20
extremo 5' de Phl p 5, y se insertó un sitio Bam HI en su extremo 3' después del codón de parada. Los productos 
amplificados se purificaron y se digirieron con las enzimas de restricción Kpn I y Eco RI (Phl p 1) o Eco RI y Bam HI (Phl
p 5) (los sitios de restricción están subrayados en los cebadores), y posteriormente se insertan en los sitios Kpn I/Bam 
HI del vector pEt 3c (Stratagene, la Jolla, CA) para obtener un constructo capaz de expresar una proteína de fusión Phl
p 1-Phl p 5 precedida por una secuencia de seis histidinas. La introducción del sitio de restricción Eco RI, que es 25
necesario para la clonación de fragmentos, permitió la inserción de dos aminoácidos (ácido glutámico y fenilalanina) en 
la unión de las dos proteínas 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 específicas en el ADNc.

Ejemplo 3 - Construcción de un plásmido que codifica para la molécula híbrida Phl p 1-Phl p 5 mutante (molécula híbrida 30
mutante)

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

Los pares de oligonucleótidos utilizados en la reacción 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 35
ID NO: 12 (para el mutante Phl p 1) y la SEQ ID NO: 8 (mutante Phl p 5).

Ejemplo 4 - Producción de proteínas Phl p 5, mutantes respectivos, híbrido de tipo silvestre e híbrido mutante

Los ADNc de Phl p 1 (SEQ ID NO: 11) y de Phl p 5 (SEQ ID NO: 7) de tipo silvestre, los ADNc sometidos a mutagénesis
(SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 8), y los ADNc híbridos 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 expresión y se 40
expresaron en células de Escherichia coli de acuerdo con protocolos estándar. Se recolectaron las células por 
centrifugación y se resuspendieron en regulador de NaH2PO4 100 mM, pH 8 y se lisaron por sonicación. Se separaron 
las proteínas recombinantes por centrifugación. Se purificó la proteína Phl p 5 soluble (SEQ ID NO: 1) a partir del 
sobrenadante por cromatografía de afinidad utilizando columnas de agarosa Ni-NTA enlazadas al ácido nitrilotriacético 
(Qiagen, Milán, Italia) que quela los iones de níquel que interactúan con la porción de la histidina seis fusionada al 45
alérgeno. Phl p 5 sometida a mutagénesis (SEQ ID NO: 2) y el híbrido 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 agitó durante 60 min a 20° C. Las proteínas recombinantes solubilizadas se separaron de los 
restos insolubles por centrifugación y se purificaron a partir del sobrenadante bajo condiciones de desnaturalización por 
cromatografía de afinidad utilizando columnas de agarosa Ni-NTA. Las proteínas purificadas se replegaron por diálisis 
en una solución de (NH4)HCO3 5 mM durante 18 horas a 4° C.5

Ejemplo 5 - Características de los sueros de sujetos alérgicos

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

Ejemplo 6 - Análisis por ELISA de la reactividad de las variantes de Phl p 5 a las IgE de una combinación de sueros10

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 antígeno no relacionado (BSA) 
en pozos de placas de poliestireno para ensayo de ELISA mediante incubación a 4° C durante 16 horas. Se lavaron los 
pozos con solución de lavado (regulador de fosfato 60 mM, pH 6,5, que contiene 0,05% de Tween-20), y se bloquearon 
con solución de dilución (2% de BSA en PBS 1X). Se añadieron alícuotas de 100 μl, se diluyeron 1:5 en regulador de 15
dilución, de una combinación 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 añadió suero anti-IgE 
humano conjugado con peroxidasa (1:4000 en regulador de dilución), seguido de incubación a 25° C durante 1,5 horas. 
Después de tres lavados, se desarrolló la reacción colorimétrica mediante la adición de 100 μl de reactivo TMB (BioFX 
Laboratories, Owings Mills, MD) e incubación durante 15 minutos a 25° C. Se detuvo la reacción mediante la adición de 20
100 μl de HCl 1 N y se leyó a 450 nm usando un espectrofotómetro lector de microplacas. Los resultados se 
confirmaron mediante tres experimentos independientes.

Se aplicó el mismo protocolo con algunas modificaciones para probar la reactividad de IgE de los híbridos mutantes y de 
tipo silvestre modificados genéticamente. Se prepararon diluciones en serie de los alérgenos híbridos (SEQ ID NO: 3 y 
4) en una proporción de 1:2, partiendo de 0,4 nmol/ml y adsorbido en pozos de placas de poliestireno. Se diluyó una 25
combinación de sueros positivos para polen de Phleum pratense 1:8 en solución diluyente.

Ejemplo 7 - Ensayo de inhibición 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 30
incubación a 4° C durante 16 horas. A continuación, se lavaron los pozos con solución de lavado (regulador de fosfato 
60 mM, pH 6,5, que contiene 0,05% de Tween-20), y se bloquearon los sitios libres con solución de dilución (2% de 
BSA, PBS 1X). Se incubaron previamente alícuotas (100 μl) de una dilución 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 añadieron luego las mezclas a cada pozo, y se incubaron a 4° C 35
durante 16 horas. Después de tres lavados, se añadió suero conjugado con peroxidasa anti-IgE humana diluido 1:4000 
en regulador de dilución, y se incubó a 25° C durante 1,5 horas. Se obtuvo el desarrollo de una reacción colorimétrica 
mediante la adición de 100 μl de reactivo TMB e incubando durante 15 minutos a 25° C. Se detuvo la reacción mediante 
la adición de 100 μl de HCl 1 N, y se evaluó mediante lectura a 450 nm con un espectrofotómetro. Se calculó el 
porcentaje de inhibición utilizando la siguiente fórmula: 100 x [(A-B)/A], donde A es la absorbancia a 450 nm en 40
ausencia de inhibidor, y B es la absorbancia en presencia de inhibidor. Los datos son representativos de tres 
experimentos independientes.

Ejemplo 8 - Ensayo de inhibición 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 mezcla de Phl p 1 y Phl p 5 

Se adsorbieron cantidades iguales (0,05 µg) de Phleum pratense, en regulador de carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 45
9,6, en pozos de placas de poliestireno para el ensayo de ELISA mediante incubación a 4° C durante 16 horas. A
continuación, se lavaron los pozos con solución de lavado (regulador de fosfato 60 mM, pH 6,5, que contiene 0,05% de 
Tween-20), y se bloquearon los sitios libres con solución de dilución (BSA al 2% en PBS 1X). Se incubaron previamente 
alícuotas (70 μl) de una dilución 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 50
pmol/ml a 25° C durante 2 horas. Se añadieron luego las mezclas a cada pozo, y se incubaron a 4° C durante 16 horas. 
Después de tres lavados, se añadió suero conjugado con peroxidasa anti-IgE humana diluido 1:4000 en regulador de 
dilución, y se incubó a 25° C durante 1,5 horas. Se obtuvo el desarrollo de una reacción colorimétrica mediante la 
adición de 100 μl de reactivo TMB e incubando durante 15 minutos a 25° C. Se detuvo la reacción mediante la adición 
de 100 μl de HCl 1 N, y se evaluó mediante lectura a 450 nm con un espectrofotómetro. Se calculó el porcentaje de 55
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inhibición utilizando la siguiente fórmula: 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 proteínas híbridas de tipo silvestre y sometidas a mutagénesis, SEQ ID NO: 3 y 4, para 
inhibir la mezcla de Phl p 1 y Phl p 5, se aplicó el mismo protocolo con las siguientes modificaciones: la cantidad de 
proteína adsorbida en los pozos fue 12,5 pmol de Phl p 1 y Phl p 5, la concentración de inhibidor comenzó a partir de5
0,1 nmol/ml (dilución en serie de dos veces), la dilución de la combinación de sueros positivos para Phleum pratense fue 
de 1:10.

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

Suero
Phleum 
pratense

Mezcla de tipo 
silvestre

Mezcla sometida 
a mutagénesis

SEQ ID NO: 3 SEQ ID NO: 4

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Media del % de inhibición

74.7

74.5

82.2

78.8

79.1

87.5

91.3

78.9

28

41.6

57.6

13.7

43.3

16.7

59.2

81.1

52.4

67.8

62.9

54.9

53

6.3

25

10

56.6

60.4

30.3

53.8

39.6

16.3

67.7

16.9

50.9

18.9

68.1

87.9

53.4

69.6

60.4

49.3

49.9

13.2

41.2

12.5

54.5

75.8

39

63.7

51.6

43.2

71.7 51.0 35.1 54.3 44.5

Desviación estándar 20.4 21.3 20.4 22.3 19.9

10

Ejemplo 9 - Inmunización de ratones Balb/c

Se inmunizaron en forma subcutánea 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
(híbrido) o 10 µg de extracto de polen de Phleum pratense mezclado con 2 mg de Al(OH3) en 200 μl de solución salina.
Se realizaron otros dos refuerzos después de 21 y 42 días. Como control, cinco ratones recibieron el mismo tratamiento 15
con un antígeno no relacionado. Dos, cinco y siete semanas después de la primera inmunización, se realizó una 
extracción de sangre a partir de la vena yugular de los ratones, y se controló por ELISA la respuesta de anticuerpos al
inmunógeno 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 inmunización.20

Ejemplo 10 - Análisis de ELISA de la respuesta específica 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 µg/ml), en regulador de carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 
9,6, en pozos de placas de poliestireno para el ensayo de ELISA mediante incubación a 4° C durante 16 horas. A
continuación, se lavaron los pozos con solución de lavado (regulador de fosfato 60 mM, pH 6,5, que contiene 0,05% de 25
Tween-20), y se bloquearon los sitios libres con solución de dilución (BSA al 2% en PBS 1X). Se añadieron alícuotas 
iguales (100 μl) de cada suero de ratón o combinación de sueros a cada pozo a una dilución de 1:1000 (Figura 5) o de 
1:5000 en regulador de dilución, y se incubaron a 25° C durante 2 horas. Después de tres lavados, se añadió suero 
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diluido 1:8000 conjugado con peroxidasa de IgG total antirratón en regulador de dilución y se incubó a 25° C durante 1,5 
horas. Después de tres lavados, se obtuvo el desarrollo reacción colorimétrica mediante la adición de 100 μl de reactivo 
TMB e incubando durante 20 minutos a 25° C. La reacción se detuvo mediante la adición de 100 μl de HCl 1 N y se leyó 
a 450 nm con un espectrofotómetro. Los datos muestran la reactividad media obtenida por el análisis de los sueros de 5 
ratones para cada grupo.5

Ejemplo 11 - Ensayo de inhibición de ELISA. IgG contra el enlazamiento de inhibición 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 µg), en regulador de 
carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 9,6, en pozos de placas de poliestireno para el ensayo de ELISA mediante 10
incubación a 4° C durante 16 horas. A continuación, se lavaron los pozos con solución de lavado (regulador de fosfato 
60 mM, pH 6,5, que contiene 0,05% de Tween-20), y se bloquearon los sitios libres con solución de dilución (BSA al 2% 
en PBS 1X). Se incubaron previamente alícuotas (100 μl) de combinaciones diluidas 1:15 de sueros de ratón 
recolectados después de siete semanas desde la primera inmunización a 4° C durante 16 horas. Después de tres 
lavados, se añadieron siete sueros humanos diluidos 1:10 positivos para Phleum pratense a 4º C durante 16 horas. 15
Después de tres lavados se añadió suero conjugado con peroxidasa anti-IgE humana diluido 1:4000 en regulador de 
dilución, y se incubó a 25° C durante 1,5 horas. Después de tres lavados, se obtuvo el desarrollo de una reacción 
colorimétrica mediante la adición de 100 μl de reactivo TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD), e incubando 
durante 20 minutos a 25° C. Se detuvo la reacción mediante la adición de 100 μl de HCl 1 N, y se leyó a 450 nm con un 
espectrofotómetro. Se calculó el porcentaje de inhibición utilizando la siguiente fórmula: 100 x [(A-B)/A], donde A es la 20
absorbancia a 450 nm cuando se incuba previamente el antígeno con suero de ratones no inmunizados, y B es la 
absorbancia en presencia de suero de ratones inmunizados.

Ejemplo 12 - Análisis estadístico

En las figuras, los resultados se expresan como los valores medios más las desviaciones estándar correspondientes.

Se usó UNISTAT 5.5 Light para el software Excel para los análisis estadísticos. Los datos fueron analizados mediante la 25
prueba t apareada. 
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Listado de secuencias

<110> LOFARMA S.P.A.30

<120> VARIANTI IPOALLERGENICHE DELL’ALLERGENE MAGGIORE PHL P 5 DI PHLEUM PRATENSE

<130> 9539MEUR

<160> 18

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 135

<211> 287

<212> PRT

<213> Phleum pratense

<400> 1
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<210> 13

<211> 25

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>5

<223> oligonucleótido sintético

<400> 13

caaggttatc cttgccggcg agctg 25

<210> 14

<211> 2910

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
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<400> 1415

cgcggtacca tccccaaggt tcccccggg 29

<210> 15

<211> 26

<212> ADN

<213> Desconocido20

<220>
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<400> 15
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<210> 17
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<220>
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<400> 17
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<213> Desconocido
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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 características:

a) reactividad reducida de IgE en comparación con dicho alérgeno Phl p 5 de la SEQ ID NO: 1;5

b) una secuencia de aminoácidos que presenta una sustitución en el residuo Pro en la posición 158 de la SEQ ID NO: 1,

o, para una variante de la isoforma Phl p 5, una sustitución en la posición correspondiente de dicha isoforma, es decir, 
en la posición en que coincide el residuo 158 de la SEQ ID NO: 1 en una alineación de la secuencia de la isoforma Phl p 
5 con la SEQ ID NO: 1.

2. La variante de acuerdo con la reivindicación 1, en donde la reactividad de IgE en los sueros de pacientes alérgicos al10
polen de Phleum pratense se reduce en al menos 10% en comparación 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 aminoácido 
neutro, ácido o básico, que se selecciona preferiblemente de Leu, Ala, Thr, Gly, Ile, Ser, Phe, Lys, Arg, Glu, Asp, más 
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: 2.15

5. Una proteína híbrida 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 proteína híbrida de acuerdo con la reivindicación 5, en donde dicha variante hipoalergénica Phl p 1 se obtiene de 
la proteína de la SEQ ID NO: 5 o de una isoforma de la misma con al menos 85%, preferiblemente al menos 90% de 20
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 5, por sustitución de uno o más 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 proteína híbrida de acuerdo con la reivindicación 6, en donde dichos residuos de Lys se reemplazan con 
aminoácidos neutros o polares seleccionados de Ala, Thr, Gly, Pro, Leu, Ile, Phe y Ser.

8. La proteína híbrida de acuerdo con las reivindicaciones 5-7, en donde dicha variante hipoalergénica Phl p 1 consiste 25
en la SEQ ID NO: 6.

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

10. La proteína híbrida de acuerdo con la reivindicación 9, en donde Phl p 1 y Phl p 5 se encuentran en el extremo 
amino y carboxilo, respectivamente.30

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

12. La proteína híbrida de acuerdo con la reivindicación 11, que consiste en la SEQ ID NO: 4.

13. Una molécula de ácido nucleico que codifica para una variante hipoalergénica Phl p 5 de acuerdo con las 
reivindicaciones 1-4, o para una proteína híbrida de acuerdo con las reivindicaciones 5-12.35

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

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

16. Una composición farmacéutica que contiene una cantidad efectiva de una variante hipoalergénica Phl p 5 de 
acuerdo con las reivindicaciones 1-4 o de una proteína híbrida de acuerdo con las reivindicaciones 5-12, y vehículos, 40
excipientes o adyuvantes farmacéuticamente aceptables.
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17. La composición de acuerdo con la reivindicación 16, que está en una forma adecuada para administración 
sublingual, intranasal, subcutánea o transdérmica.

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

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

10
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