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DESCRIPCION
Nuevo Alérgeno
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la alergia. Mas especificamente, la invencion se refiere a la
identificacion de nuevos alérgenos de mamiferos y para el diagnéstico y el tratamiento de la alergia a los mamiferos.

Antecedentes

Aproximadamente el 20% de las poblaciones de los paises industrializados llegan a ser hipersensibles (alérgicas) a
la exposicion a antigenos de una variedad de fuentes ambientales. Aquellos antigenos que inducen los tipos
inmediatos y/o retardados de hipersensibilidad son conocidos como alérgenos (Breiteneder et al. 1997). Estos
incluyen productos de hierbas, arboles, malezas, caspa de animales, insectos, alimentos, medicamentos y productos
quimicos. Los anticuerpos implicados en la alergia atopica pertenecen principalmente al isotipo de la
inmunoglobulina E (IgE). La IgE se une a los basdfilos y mastocitos y a células dendriticas mediante un receptor
especifico de alta afinidad FCERI. Tras la exposicion a un alérgeno, los anticuerpos IgE especificos de alérgeno en
la superficie celular se hacen reticulados, lo que conduce a la liberacién de mediadores inflamatorios tales como
histamina y leucotrienos dando como resultado manifestaciones fisioldgicas de la alergia (Akdis 2006).

Las pruebas de diagndstico para la alergia implican la deteccion de anticuerpos IgE de pacientes con una
especificidad para las proteinas de una fuente de alérgenos. Tipicamente, un extracto acuoso de la fuente de
alérgenos, que contiene una mezcla de proteinas, se utiliza en estas pruebas. Para la mayoria de las fuentes de
alérgenos, se han identificado solamente en parte y caracterizado las proteinas alergénicas presentes en el extracto
crudo. Los procedimientos de ensayo diagnosticos para la deteccion de anticuerpos IgE especificos en pacientes
pueden o bien utilizar un inmunoensayo in vitro usando suero del paciente, o bien una prueba de puncién cutanea
(SPT), realizada por aplicacion tépica del extracto especifico sobre la piel del paciente (Wainstein et al. 2007).

En los ultimos afios, se han identificado y caracterizado muchas importantes proteinas alergénicas en los extractos
alergénicos. Esto ha permitido la cuantificacion de anticuerpos IgE especificos a cada uno de estos componentes
alergénicos individuales, a menudo referido como diagnéstico de componentes resuelto (CRD) (Valenta et al. 1999)
(Hiller et al. 2002), que, en muchos casos, puede conducir a un mejorado diagndstico de la hipersensibilidad
(Stumvoll et al. 2003). El uso de CRD también se ha sugerido como una ayuda en la seleccion de un tratamiento
optimo de inmunoterapia (Valenta et al., 2007). Ademas, en algunos casos pueden ser utilizados los alérgenos
individuales para mejorar la sensibilidad de diagndstico de un extracto pinchando el extracto con un componente. En
conclusion, por lo tanto, es de gran importancia identificar y caracterizar las importantes proteinas alergénicas en
cada fuente de alérgenos.

Aparte de la reduccion de los sintomas de la alergia, por ejemplo, mediante antihistaminicos, se puede realizar un
tratamiento mas a largo plazo y curativo de la alergia con la inmunoterapia especifica. La aplicacion del extracto
alergénico causante de la enfermedad, mas comunmente por via subcutanea o por via sublingual, que causa una
activacion especifica de una respuesta inmune protectora a las proteinas alergénicas. Aunque los mecanismos
exactos no se conocen completamente, una activacion tal especifica del sistema inmune alivia los sintomas de la
alergia tras la exposicion subsiguiente del medio ambiente del mismo alérgeno (Akdis et al. 2007). Un desarrollo
adicional de la inmunoterapia habitual ha sido utilizar una o varias proteinas alergénicas purificadas en lugar de un
extracto natural crudo. Tal inmunoterapia se ha realizado con éxito para los pacientes alérgicos al polen de
gramineas (Jutel et al. 2005) y también se ha sugerido para el tratamiento de la alergia contra la caspa de animales
(Gronlund et al. 2009).

La caspa del caballo es una causa cada vez mas comun de la alergia respiratoria (Liccardi et al. 2011), con sintomas
que incluyen rinitis, conjuntivitis, inflamacién bronquial y asma. La exposicion ocupacional a los alérgenos de los
caballos es un factor de riesgo significativo para la sensibilizacién alérgica (Tutluoglu et al., 2002), pero las
concentraciones considerables de alérgenos pueden detectarse también en otros lugares, tales como escuelas (Kim
et al., 2005). La sensibilizacion de IgE a la caspa de caballo estaba en un estudio demostrado que se asociaba con
un alto riesgo de desarrollar asma (Ronmark et al., 2003).

Los extractos de pelo de caballo y caspa contienen una complejidad de proteinas alergénicas y, hasta el momento,
se han identificado cuatro alérgenos de caballo: Equ ¢ 1, Equ ¢ 2, Equ ¢ 3 y Equ ¢ 4/5. Los dos primeros son ambos
miembros de la familia de proteinas de lipocalina y se han purificado a partir de su fuente natural (Dandeu et al 1993;
Goubran Botros et al., 1998), mientras que so6lo Equ ¢ 1 se ha expresado como una proteina recombinante (Gregoire
et al. 1996). La secuencia de aminoacidos de Equ ¢ 1 es 67% similar a la del alérgeno de gato Fel d 4 (Smith et al.
2004). Equ c 3, albumina de suero de caballo, es una proteina relativamente conservada que muestra una extensa
reactividad cruzada con otras albuminas de mamiferos (Goubran Botros et al. 1996). Equ c 4/5, se purificé y se
informd por primera vez como una proteina que se unia a IgE en la caspa de caballo (Goubran Botros et al 1998;
Goubran Botros et al., 2001) y s6lo mas tarde se identific6 como sudor espumoso de los caballos (McDonald et al.,
2009). Equ c 1 se afirma que es el mas importante de los alérgenos de caballos conocidos (Dandeu et al., 1993) y el
reconocimiento de anticuerpos IgE de la proteina recombinante estaba presente en el 76% de una poblacion de
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sujetos alérgicos a caballos estudiados (Saarelainen et al., 2008 ). En otro estudio utilizando alérgenos nativos
purificados, solo el 33% de los pacientes alérgicos a caballos se sensibilizo frente a Equ ¢ 2 y 23% frente a Equ ¢ 4/5
(Goubran Botros et al. 1998). La frecuencia de la union de IgE a la albumina de suero de caballo se ha abordado en
varios estudios que demuestran reactividad en hasta el 40% de los sujetos alérgicos al caballo (Spitzauer et al 1993;
Cabanias et al., 2000). Sin embargo, como la sensibilizacion a albuminas de suero esta a menudo acomparfiada por
una mayor concentracion de anticuerpos IgE de otros componentes alergénicos, su relevancia clinica especifica es
incierta.

Aunque los alérgenos de caspa de caballo Equ ¢ 1, Equ ¢ 2, Equ ¢ 3 y Equ ¢ 4/5 se conocen desde hace mucho
tiempo, no se ha hecho ninguna estimacién cuantitativa de la contribucion de cada componente a la respuesta de la
IgE total frente a la caspa de caballo.

Compendio de la invencion

Como se indicod anteriormente, un inmunoensayo de laboratorio bien disefiado para anticuerpos IgE especificos
puede detectar la mayoria de los casos de sensibilizacion frente al caballo usando extracto de caspa de caballo
natural. Sin embargo, en un inmunoensayo miniaturizado o no de laboratorio, tales como microarrays alérgenos o
pruebas de consultorio médico, la combinacién de condiciones de ensayo menos favorables, menor capacidad de
reactivos alérgenos que se unen al anticuerpo y el extracto de alérgeno natural de potencia limitada, puede causar
una insuficiencia de sensibilidad diagndstica. Una situacion similar puede existir también para los inmunoensayos
para la IgE especifica frente a otros epitelios de animales. Por lo tanto, hay una necesidad, en algunos casos, de
usar proteinas alergénicas puras para conseguir suficiente sensibilidad en ensayos de diagndstico para los
anticuerpos IgE especificos frente a epitelios de animales.

Tales alérgenos pueden ser Utiles no sélo como reactivos para el aumento de la sensibilidad en las pruebas de
diagndstico de rutina, sino también en diferentes tipos de aplicaciones de diagnéstico de los componentes de
resolucion (Valenta et al. 1999) (Hiller et al. 2002). También se pueden usar proteinas puras alergénicas, o
fragmentos y variantes de los mismos con propiedades mejoradas no anafilacticas como nuevos reactivos en la
inmunoterapia (Valenta et al., 1999); (Cromwell et al., 2006); (Saarne et al 2005.); (Jutel et al., 2005); (Cromwell et
al., 2006).

La purificacion y el analisis de todos los componentes alergénicos de caballos conocidos dio como resultado la
identificacion de los sueros de algunos pacientes que tenian una respuesta de IgE significativamente mas alta frente
al extracto de caspa de caballo que podria ser colectivamente representada por la suma de los componentes
individuales de los alérgenos del caballo. Se encontré que estos sueros tenian reactividad de unién de IgE a un
componente alergénico de caballo hasta ahora desconocido.

Con la ayuda de los sueros descritos anteriormente, un nuevo alérgeno importante pudo purificarse a partir de la
caspa de caballo y se identific6 como un miembro de la familia de proteinas secretoglobinas. La nueva proteina de
caballo, en el presente documento denominada Equ ¢ 15k, consta de una cadena de aminoacidos de 5 kDa y una
cadena de aminoacidos de 10 kDa unidas entre si por puentes disulfuro. Teniendo en cuenta el hecho de que las
dos cadenas de polipéptidos estan codificadas por genes separados, este estudio demuestra la presencia de una
proteina heterodimérica que no ha sido anteriormente predicha por estudios bioinformaticos del genoma del caballo.
Es, en todos los aspectos, distinta a los alérgenos del caballo previamente conocidos. Este alérgeno representa una
importante adicidon al panel de los alérgenos de caballos conocidos y sera util en el diagnostico de la alergia al
caballo.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un alérgeno aislado de caballo, Equ ¢ 15k perteneciente a la familia
de secretoglobina, que muestra una movilidad electroforética (peso molecular aparente) correspondiente a
aproximadamente 15 kDa en condiciones no reductoras, y que comprende una primera cadena peptidica que tiene
una peso molecular del orden de 5 kDa y una segunda cadena peptidica que tiene un peso molecular en el orden de
10 kDa, unidas entre si por uno o mas enlaces disulfuro. Este aspecto de la invencién comprende también variantes
y fragmentos de Equ ¢ 15k, que comparten epitopos de anticuerpos con la misma, de manera que las variantes y los
fragmentos presentan reaccion cruzada con estos anticuerpos a al menos aproximadamente el 70%. Tales variantes
y fragmentos incluyen, por ejemplo, alérgenos relacionados de la misma especie. También en los otros aspectos de
la invencion que se describen a continuacion, el término "Equ ¢ 15k" es, por simplicidad, el que se utiliza para incluir
también tales variantes y fragmentos de los mismos.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un acido nucleico aislado que codifica el alérgeno de acuerdo con el
mencionado primer aspecto, asi como a un vector que contiene la molécula de acido nucleico, y a una célula
huésped que contiene el vector. Las proteinas o los péptidos recombinantes producidos por una célula huésped tal
que contiene el vector pueden estar glicosiladas o no, dependiendo de la célula huésped utilizada.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere al uso de Equ ¢ 15k para la fabricacion de una composicion para el
diagndstico de alergia de tipo |.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a una composicion de alérgeno "enriquecida" con Equ ¢ 15k. Tal
composicion de alérgeno puede ser un extracto alergénico o una mezcla de componentes de alérgenos purificados o
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recombinantes que no tienen o tienen un bajo contenido de Equ ¢ 15k, en el que se afiade Equ ¢ 15k con el fin de
que se una a IgE de pacientes cuya IgE no se uniria, o se uniria pobremente, a los otros componentes alergénicos
en la composicion. Este aspecto de la invencién también se refiere a un método para producir una composicién de
este tipo; método que comprende la etapa de afiadir Equ ¢ 15k a una composicion alergénica, tal como un extracto
de alérgeno (opcionalmente enriquecido con otros componentes) o una mezcla de componentes alergénicos
purificados nativos o recombinantes.

En aun un aspecto adicional, la invencion se refiere a un método diagndstico in vitro para el diagndstico de una
alergia de tipo | en un paciente, en el que una muestra de fluido corporal, tal como una muestra de sangre o suero
del paciente, se pone en contacto con Equ ¢ 15k o una composicion de acuerdo con el aspecto anterior, mediante la
cual se puede determinar si la muestra del paciente contiene anticuerpos IgE que se unan especificamente a Equ ¢
15k. Un método de diagndstico de este tipo puede llevarse a cabo de cualquier manera conocida en la técnica. El
Equ ¢ 15k puede, por ejemplo, inmovilizarse sobre un soporte soélido, tal como en un inmunoensayo convencional de
laboratorio, en un microarray o en un ensayo de flujo lateral, o puede utilizarse como un reactivo de fase fluida.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un kit diagndstico para realizar el método de acuerdo con el aspecto
anterior.

En los aspectos anteriormente mencionados, la molécula de Equ c 15k de tipo salvaje puede, como se ha
mencionado anteriormente, sustituirse con fragmentos o variantes de Equ c 15k, naturales o artificiales,
intercambiando epitopos de anticuerpos con la proteina de tipo salvaje, tal como se define a continuacion.

La invencion se refiere ademas a un método de tratamiento de la alergia tipo | que comprende administrar a un
paciente en necesidad de tal tratamiento Equ ¢ 15k o un Equ ¢ 15k modificado, como se explica a continuacién. Este
aspecto de la invencién también se refiere al uso de Equ ¢ 15k en tal inmunoterapia, incluyendo por ejemplo,
inmunoterapia de resolucion de componentes (Valenta et al., 2007). En una realizacion de este aspecto, el Equ c
15k se puede usar en su forma natural o en una forma recombinante que presente propiedades bioquimicas e
inmunoldgicas similares a las de la molécula natural. En otra realizacién, el Equ c 15k se puede utilizar en una forma
modificada, generada quimicamente o genéticamente, con el fin de suprimir o atenuar su capacidad de unién de
anticuerpos IgE, mientras que sea preferiblemente capaz de provocar una respuesta de IgG en un individuo tratado.
Los ejemplos de modificaciones incluyen, pero no se limitan, a la fragmentacion, el truncamiento, la tandemerizacion
o la agregacioén de la molécula, la supresion del segmento o de los segmentos internos, la sustitucion de restos de
aminoacidos, el reordenamiento de dominios, o la interrupciéon de al menos, en parte, la estructura terciaria por la
ruptura de puentes disulfuro o su unién a otra estructura macromolecular, u otros compuestos de bajo peso
molecular. En aun otra realizaciéon de este aspecto, las subunidades individuales de 10 kDa y/o 5 kDa de Equ 15k c,
que muestran una reduccion de la actividad de unién a IgE en comparacién con la molécula intacta, se utilizan como
Equ ¢ 15k modificado.

En todos los aspectos mencionados anteriormente de la invencién, la proteina Equ ¢ 15k se puede purificar a partir
de su fuente natural, tal como de orina, saliva u otros fluidos corporales, o de tejido, tal como el pelo o la caspa, de
caballo. Se puede también, como se menciond anteriormente, producirse mediante tecnologia de ADN recombinante
o sintetizarse quimicamente por métodos conocidos para cualquier experto en la técnica.

La invencion también se refiere al 15k ¢ Equ para su uso en el tratamiento profilactico o terapéutico de la alergia
Tipo 1, asi como en el diagndstico.

Definiciones

La proteina alergénica caballo que se describe en este documento, Equ ¢ 15k, pertenece a la familia de proteinas de
secretoglobina, especificamente una subfamilia que comprende proteinas tetraméricas formadas por dos
subunidades heterodiméricas. El heterodimero consiste en dos cadenas derivadas de diferentes genes unidos entre
si por puentes disulfuro (Klug et al. 2000). La secretoglobina caballo que se describe en este documento es un
heterodimero de 15 kDa, en el presente documento se denomina Equ ¢ 15k, que consiste en una subunidad de 5+2
kDa y una de 10+2 kDa, respectivamente, que, para los fines de esta invencion, se denominan las subunidades de 5
y 10 kDa, respectivamente. Las asignaciones de peso molecular son de acuerdo a su peso molecular aparente como
se observa en SDS-PAGE, tal como se describe en el Ejemplo 4 a continuacién. Se entiende que los pesos
moleculares aparentes variaran dependiendo de las condiciones de separacion, incluido el medio de separacion
electroforético y la concentracion del mismo, el tampén lineal o de gradiente utilizado, etc. También, la subunidad de
10 kDa contiene un sitio de N-glicosilacion, cuya ocupaciéon por una estructura de glicano puede afectar al peso
molecular aparente.

La secuencia de aminoacidos de la cadena de 5 kDa tiene la secuencia de aminoacidos predicha

ATCPAVATDIASFFLLPDSLFKLQLIKYQAPPEAKDATMQVKQCINEIS

AGDRYITETLGKIVLQCGA (SEQ ID NO: 4)y un peso molecular tedrico de 7,5 kDa.

La secuencia de aminoacidos de la cadena de 10 kDa tiene la secuencia de aminoacidos predicha
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GSGCQLLEDVVEKTITAELSPAEYVEAVQEFIPDEATEKAAIQLKQCYLKQSNETLNDFR

TMMNSMYNSAYCALF (SEQ ID NO: 5) y un peso molecular tedrico de 8,4 kDa.

Es de notar que se han descrito proteinas estructuralmente relacionadas en una amplia gama de especies de

mamiferos, pero que sélo una proteina ha sido definida como alérgeno, es decir, el alérgeno principal Fel d 1 de gato
(Acc no P30438 y P30440).

Las variantes y los fragmentos de Equ ¢ 15k deben interpretarse en el sentido de proteinas o péptidos con una
identidad de secuencia a dicho Equ ¢ 15k de al menos 70%, 80%, 90% 0 95%.

Un Equ c 15k modificado deberia, en el contexto de la presente invencién, interpretarse en el sentido de una
variante Equ ¢ 15k que ha sido modificada quimicamente o genéticamente para cambiar sus propiedades
inmunoldgicas, por ejemplo, como se ejemplifica anteriormente en relacion con el aspecto de la inmunoterapia de la
invencion.

Las variantes y los fragmentos de Equ c 15k, que comparten epitopos para anticuerpos con Equ ¢ 15k, deben
interpretarse como esos fragmentos y variantes de los cuales la unién de anticuerpos, tales como IgE o IgG, de una
muestra de suero de un Equ 15k c representativa de los pacientes sensibilizados, puede ser inhibida
significativamente por Equ c 15k. Tal ensayo de inhibicion puede, por ejemplo, ser realizado de acuerdo con los
métodos que se describen por (Mattsson et al. 2009) (la descripcion de la cual se incorpora por referencia en este
documento).

Un Equ ¢ 15k hipoalergénico modificado o variante o fragmento de Equ ¢ 15k se deben interpretar como un Equ ¢
15k modificado o variante o fragmento de Equ ¢ 15k que no es capaz de unirse a anticuerpos IgE reactivos con Equ
¢ 15k a partir de una muestra de suero de un paciente sensibilizado con Equ ¢ 15k representativo, como se
determina por ejemplo, por el protocolo de acuerdo con el Ejemplo 7 a continuacién o que no presente o tenga
reducida significativamente la actividad de alérgeno bioldgico, tal como se determina mediante un ensayo de
activacion celular, tal como el ensayo de liberacion de histamina de basofilos (Demoly et al 2003; Ebo et al 2004.).

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1A muestra el fraccionamiento de las proteinas de caspa de caballo por cromatografia de exclusion de
tamafio (SEC). Los Picos A y B que se usaron para las etapas de purificacion posteriores se indican mediante
flechas.

La Figura 1B muestra la purificacion de nEqu ¢ 1 mediante cromatografia de interaccion hidréfoba. Los Picos Cy D
se utilizaron para las etapas de purificacion posteriores.

La Figura 1C muestra la purificacion de nEqu ¢ 2 y Equ c 4/5 mediante cromatografia de interaccion hidréfoba. Los
Picos E, F y G fueron utilizados para las etapas de purificacion posteriores.

La Figura 1D muestra la purificacion de nEqu c 2 por cromatografia de intercambio de aniones. Los Picos H e | se
usaron para el analisis posterior.

La Figura 1E muestra el analisis de SDS-PAGE de las formas A y B de las proteinas Equ ¢ 1 purificadas, forma de
Equ c 2y Equ c 4/5 de 14 kDa y 19 kDa. EI Carril M contiene proteinas marcadoras de peso molecular con el peso
molecular que se indica a la izquierda.

La figura 2A compara la unién de IgE de las dos formas, Ay B, de nEqu c 1 (del pico C y pico D, respectivamente)
utilizando 35 sueros reactivos de caspa de caballo. Las lineas de puntos indican el nivel de corte de 0,35 kUa/L.

La Figura 2B compara la union de IgE de las formas 19 kDa y 14 kDa de nEqu c 4/5 utilizando 38 sueros reactivos
de caspa de caballo. Las lineas de puntos indican el nivel de corte de 0,35 kUa/L.

La Figura 3 muestra la purificacion de las fracciones utilizadas para buscar nuevas proteinas de union de IgE. A:
Purificacion de la fraccion A mediante cromatografia de intercambio aniénico. B: Purificacion de las fracciones By C
mediante cromatografia de interaccion hidréfoba.

La Figura 4 muestra la purificacion de una proteina de la caspa de caballo de 15 kDa. A: Fraccionamiento del
extracto de la caspa de caballo por cromatografia de exclusion de tamafo. El pico A se utilizé para las etapas de
purificacion posteriores. B: Fraccionamiento del pico A mediante cromatografia de interaccion hidréfoba. El Pico J,
combinado como se indica en la figura, se utilizé para las etapas de purificacion posteriores. C: El fraccionamiento
del pico J por cromatografia de intercambio de aniones. Los Picos Ky L se utilizaron para el analisis posterior y/o
para etapas de purificacion adicionales. D: muestra el analisis de SDS-PAGE reducido (Red) y las muestras no
reducidas (OX) de la proteina purificada de caspa de caballo de 15 kDa. El Carril M contiene proteinas marcadoras
de peso molecular con el peso molecular que se indica a la izquierda. E: Purificaciéon de refinacién del pico K por
cromatografia de fase inversa. El Pico M se utilizé para el analisis inmunolégico posterior.
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La Figura 5 muestra la secuencia predicha de las cadenas de aminoacidos de 5 kDa y 10 kDa de nEqu ¢ 15k. Los
aminoacidos identificados por secuenciacion del N-terminal estan subrayados y los aminoacidos identificados por
analisis MS/MS se muestran en negrita.

La Figura 6 muestra la reactividad de IgE frente a nEqu c 15k en los sueros de dos de los pacientes alérgicos al
caballo (Nos. 3 y 12), como se detectd por inmunotransferencia. Las dos primeras tiras muestran la tincion de la
proteina total y las posiciones de las subunidades de 5y 10 kDa y la proteina de 15 kDa, respectivamente, se
indican con flechas. Las cuatro bandas de la derecha muestran la unién de IgE a muestras reducidas (Red) y no
reducidas (Ox) de Equ ¢ 15k.

La Figura 7 muestra la correlacion entre la reactividad de IgE de Equ c 15k nativa y recombinante. Los niveles de
0,35 kUa/L y 0,1 kUA/L se indican mediante lineas de puntos.

La Figura 8 muestra los niveles de anticuerpos IgE frente al extracto de caspa de caballo (HDE), Equ ¢ 1, nEqu c 2,
nEqu ¢ 3. nEqu ¢ 4/5 y rEqu ¢ 15k en una cohorte de 25 sujetos alérgicos de caspa de caballo. El nimero de
observaciones por debajo de 0,1 kUa/L se indica en corchetes para cada componente. La linea punteada indica el
nivel de 0,35 kUa/L y la linea continua indica el nivel 0,1 kUa/L. Las barras horizontales indican la mediana de los
niveles de IgE.

La Figura 9 compara la union de anticuerpos IgE frente a nEqu 15k cy rFel d 1. Los niveles de 0,35 kUa/L y 0,1 kUa/L
se indican mediante lineas de puntos.

La figura 10 muestra la capacidad del Equ ¢ 15k soluble y Fel d 1 de auto- y cruzado-inhibir la unién a IgE a Equ c 1
y Fel d 1 inmovilizados. Se utilizaron sueros de pacientes alérgicos a la caspa de caballo (con el marcador segun la
tabla 3) o sujetos sensibilizados a la caspa de caballo (A a E marcados).

Descripcion detallada de la invencién

Los ejemplos siguientes ilustran la presente invencion con el aislamiento y el uso de secretoglobina de caballo. Los
ejemplos son sdlo ilustrativos y no deben ser considerados como limitativos de la invencion, que se define por el
alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1: Purificacion y caracterizacion de alérgenos conocidos de la caspa de caballo y del suero

La caspa de caballo se utiliz6 como material de partida para la purificacion de Equ ¢ 1, Equ ¢ 2 y Equ ¢ 4/5 mientras
que Equ c 3 se purificé a partir del suero de caballos.

La caspa de caballo (Allergon, Valinge, Suecia) se extrajo en MOPS 20 mM, pH 7,6, NaCl 0,5 M (MBS = MOPS
solucion salina tamponada), se aclaré por centrifugacion y se filtré a través de un filtro de éster de celulosa mezclado
de 0,45 um (Millipore, Billerica, MA, Estados Unidos). Como primera etapa de purificacion para los tres alérgenos de
caspa de caballo, el extracto clarificado se aplicé a una columna SuperdexTM 75 (XK26/100, V: = 505 ml, GE
Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suecia) para la cromatografia de exclusion por tamafios (SEC) y la elucion se
realizé con MBS a una velocidad de flujo de 2 ml/min.

Equc1

Con el fin de purificar Equ c 1, el pico A en la Fig. 1A se ajustd a NH4sSO4 2 M y se aplicé a una columna de Fenil
SepharoseTM HP (HR 10/10, V; = 9,0 ml, GE Healthcare Life Sciences) equilibrada con NH4sSO4 2 M en Tris 20 mM
pH 8,0. La elucion se realizé en un gradiente lineal de NHsSO4 2 M a NH4SO4 0 M. Dos picos que contienen Equ c 1
se eluyeron en medio de la pendiente, los picos C y D en la Fig. 1B. Después de la desalacion, cada pico en una
columna fina de SephadexTM G25 (XK16/20, V: = 34 ml, GE Healthcare Life Sciences) equilibrada con 20 mM de
MOPS pH 7,6 NaCl 0,5 M, cada preparaciéon de nEqu c 1 se sometié a electroforesis con gel de dodecil sulfato de
poliacrilamida sédico (SDS-PAGE) utilizando el sistema tampon NuPAGE MES (10% de gel NuPAGE, Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.) de una muestra reducida preparada mezclando la muestra de 1:3 con tampoén de muestra
NuPAGE LDS (Invitrogen) que contiene B-mercaptoetanol 100 mM. Como una indicacién del peso molecular
aparente se utilizé la norma Mark 12TM (Invitrogen). Ambas preparaciones nEqu ¢ 1 eran puras como se juzga por
SDS-PAGE (Fig. 1E).

Las preparaciones de proteinas fueron identificadas inequivocamente como Equ ¢ 1 por huellas dactilares de masa
de péptido (PMF) realizadas en un instrumento Autoflex 2 de Bruker Daltonics (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania)
como se describe en (Mattsson et al.,, 2009). Ambas formas de la proteina se inmovilizaron en fase soélida
ImmunoCAPTM como se describe (Marknell DeWitt et al. 2002).

Equc 2

Con el fin de purificar Equ ¢ 2, el segundo pico de la SEC, el pico B en la Fig. 1A, se ajustd6 a NH4sSOs 1M y se
sometié a cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) en una columna de fenil SepharoseTM HP (HR 10/10, V; =
9,0 ml, GE Healthcare Life Sciences) equilibrada con NHsSO4 1 M en Tris 20 mM pH 8,0. La elucion se realizé en un
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gradiente lineal de NH4SO4 1 M a NH4SO4 0 M en el mismo tampon. Equ ¢ 2 estaba contenida en el flujo a través de
la fraccion (pico E en la Fig. 1 C) que se agrupd y se desal6é en una columna fina de SephadexTM G25 (XK26/20, V;
= 90 ml, GE Healthcare Life Sciences) equilibrada con Bis-Tris propano 20 mM, pH 8,5. El agrupado desalado Equ c
2 finalmente se aplicé a una columna de intercambio aniénico SourceTM 15Q (HR16/10, V; = 9 ml, GE Healthcare
Life Sciences) equilibrada con Bis-Tris propano 20 mM, pH 8,5. Tras la elucion en un gradiente lineal desde 0 hasta
0,40 M de NaCl en el mismo tampdn, la proteina se resolvié en tres picos que todos exhibieron banda pura a 17 kDa
en el analisis de SDS-PAGE. Los dos picos mas grandes fueron analizados por secuenciacion del N-terminal
(ProciseTM LC452, Applied Biosystems, Foster City CA, EE.UU.) y ambos tenian la secuencia DQDPQSEDTY,
identificandolos como Equ ¢ 2.0201 (fig. 1D pico de H e I). Para el propésito de evaluar la reactividad de unién a IgE,
los picos se agruparon y se inmovilizaron en la fase sélida ImmunoCAPTM como se describe (Marknell DeWitt et al.
2002).

Equ c 4/5

La purificacion de Equ c 4/5 se realizé utilizando el segundo pico de SEC, el pico B en la Fig. 1A. Esta agrupacion se
ajusté a NH4sSO4 1 M y se sometié a cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC) en una columna de fenil
SepharoseTM HP (HR 10/10, Vi = 9,0 mL, GE Healthcare Life Sciences) equilibrada con NHsSO4 1 M en Tris 20 mM
pH 8,0. La elucion se realizé en un gradiente lineal de NHsSO4 de 1 M a NH4SO4 0 M en el mismo tampon. Equ ¢
proteina 4/5 se eluyé en dos picos distintos en el medio del gradiente, (pico F y G en la Fig. 1C). El analisis por SDS-
PAGE del primer pico reveld una proteina que migraba como una banda de 14 kDa, mientras que el segundo pico
contenia una banda de 19 kDa. Después de la desalacion en una columna fina de SephadexTM G25 (XK26/20, V; =
90 ml, GE Healthcare Life Sciences) se equilibré con Tris Bis-propano 20 mM, pH 8,5. Ambas proteinas fueron puras
a juzgar por SDS-PAGE (Fig. 1E). Ambas dos preparaciones muestran la secuencia de N-terminal de
VGPLLGPSDA, identificandolas como espuma de caballo o Equ ¢ 4/5.

Las dos formas de nEqu c 4/5 se inmovilizaron por separado en fase sélida de ImmunoCAPTM como se describe
(Marknell DeWitt et al. 2002).

Equc3

El Equ ¢ 3 nativo fue purificado a partir de suero de caballo por cromatografia de afinidad usando Blue Sepharose
FF, (GE Healthcare Life Sciences), cromatografia de intercambio de aniones (ECAI) y la SEC esencialmente como
se describe (van Eijk y col., 1999).

Ejemplo 2: Evaluacién de los niveles de union de IgE a componentes alergénicos de caspa de caballo individuales
en un panel de sueros de individuos sensibilizados a caballos

La actividad de union a IgE de las dos formas de Equ c 1, denominadas formas A y B, se evalu6 utilizando un
conjunto de sueros sensibilizados de caspa de caballo (recogido de un suero propio. Las dos formas de Equ c 1
muestran una equivalente actividad de union a IgE, como se muestra en la Fig. 2A. Por lo tanto, sélo los valores
obtenidos con nEqu ¢ 1 A se utilizaron en el analisis a continuacién. El uso de un conjunto similar de sueros
reactivos de la caspa de caballo, la unién del anticuerpo IgE a las dos formas de Equ c 4/5 se compararon y se
encontré que eran muy similares, como se muestra en la Fig. 2B.

La union del anticuerpo a IgE a extracto de caspa de caballo y a los alérgenos purificados de caballo se examiné
mediante pruebas regulares y experimentales ImmunoCAPTM (Phadia, Uppsala, Suecia). Las pruebas
ImmunoCAPTM experimentales se prepararon como se ha descrito anteriormente. Se utilizaron un grupo de 29
sueros individuos sensibilizados a la caspa de caballo. Las determinaciones de las respuestas de IgE a extracto de
caspa de caballo, nEqu c 1, nEqu ¢ 2, nEqu c 4/5, se realizaron. Los resultados se presentan en la Tabla 1, donde
las concentraciones de anticuerpos de IgE en sueros de pacientes de A1 a A29 frente a HDE y los componentes y la
suma de los tres componentes se muestran como kUa/L. La cobertura del componente es la relacion de la suma de
los componentes y el extracto de caspa de caballo, expresado como porcentaje. Un ndmero de sueros fueron
identificados como que tenian un nivel significativamente mas alto que la unién de IgE al extracto de caspa de
caballo, lo que podria explicarse por los componentes individuales, por ejemplo, sueros no A1, A21 y A22. Aparte de
la posible reactividad de Equ c 3, que no fue evaluada en esta etapa, los sueros identificados podrian ayudar en la
blusqueda de nuevas proteinas de union a IgE de la caspa de caballo.

Ejemplo 3: Identificacion de una fraccion de la caspa de caballo que tiene una reactividad de union a IgE nueva

Durante el proceso de purificacion de los alérgenos de caspa de caballo previamente caracterizado, se identificaron
varias fracciones que contenian proteinas distintas de los alérgenos de caballos previamente conocidos. Se
seleccionaron tres fracciones de especial interés para el analisis de la actividad de unién a IgE utilizando los sueros
identificados en el Ejemplo 2 anterior. La Fraccién A contenia una banda de 10 kDa (reduccion de SDS-PAGE)
obtenida a partir de una etapa de purificacion de intercambio aniénico de Equ ¢ 2 indicada por una flecha (fig. 3A).
Las fracciones B y C, que contienen una banda de 13 kDa y 10 kDa (reduccion de SDS-PAGE), respectivamente, se
obtuvieron de una etapa de purificacién de HIC de Equ ¢ 1 y se indican con flechas en la Fig. 3B. Las pruebas
ImmunoCAPTM Experimental (Phadia) se prepararon como se describe (Marknell DeWitt et al. 2002) y se utilizan
para el analisis de suero.
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Los resultados se resumen en la Tabla 2, que también incluye las determinaciones anteriores del extracto de caspa
de caballo y la suma de nEqu ¢ 1, ¢ nEqu 2 y nEqu c 4/5, todos mostrados como kUa/L. Los niveles mas altos de
union a IgE se encontraron en la fraccion C. En particular, en A1 en suero, el nivel de la unién de IgE a la fraccion C
fue mucho mayor que la suma de la unién de IgE a nEqu c 1, ¢ nEqu 2 y nEqu ¢ 4/5. El hecho de que este suero
tenia una reactividad de IgE albimina de sélo el 1,5 kUn/L (no mostrado) sugirié que la fraccion C contenia un nuevo
alérgeno de caspa de caballo.

Ejemplo 4: Purificacion e identificacion de la proteina constituyente dominante de la fraccion C
Purificaciéon de una proteina de la caspa de caballo de la fraccion C

Para purificar la proteina de 10 kDa presente en la fraccién C de una manera mas especifica, el extracto de caspa
de caballo fue sometido a SEC como se ha descrito en el Ejemplo 1. El pico que contiene Equ ¢ 1 se agrup6 de
acuerdo con el andlisis por SDS-PAGE como se indica en la figura (pico A en la Fig. 4A). Sélo la parte derecha del
pico A contenia una banda de 10 kDa y se incluy6 en la agrupacion. El grupo se ajusté a NHsSO4 2 M y se sometid a
HIC (Fig. 4B) como se describe para Equ ¢ 1 en el Ejemplo 1. El Pico J en la Fig. 4B se diluyé 1:3 en Tris 20 mM, pH
8,0, y se aplicé a una columna SourceTM 15Q (PE 4,6/100, V: = 1,7 ml; GE Healthcare Life Sciences) equilibrada en
el mismo tampon. La elucién se realizé con un gradiente lineal de NaCl de 0 a 0,4 M, produciendo un pico dominante
en el medio del gradiente, seguido por un pico mas pequefio (picos Ky L, Fig. 4C). El analisis por SDS-PAGE se
realizé usando el sistema de tampon NUPAGE MES como se ha descrito en el Ejemplo 1, donde se prepararon
muestras mediante la dilucion de la muestra de 1:3 en tampén NuPAGE LDS con o sin 4% B-mercaptoetanol para
reducir y condiciones no reductoras, respectivamente . El analisis por SDS-PAGE de los dos picos (Fig. 4D) revelo
una banda de aproximadamente 15 kDa en condiciones no reductoras. Tras la reduccién de las muestras, la banda
de 15 kDa desaparecid, mientras que dos bandas de aproximadamente 5 y 10 kDa aparecieron, lo que sugiere que
la banda no reducida de 15 kDa se compone de los polipéptidos que forman las bandas de 5 kDa y 10 kDa,
vinculadas entre si por uno o mas puentes disulfuro. Aunque ambos picos parecian contener la misma proteina, sélo
el gran pico (K) se sometio a analisis adicional bioquimico. Para el propdsito de los estudios de union de IgE, una
etapa de purificacion de refinacion RPC se incluyé mediante la aplicacion de la muestra a una columna de RPC
SourceTM 5 (ST 2.1/150, V: = 0,52 mL; GE Healthcare Life Sciences) equilibrada con 0,065% de TFA en agua. La
elucién se realizé en un gradiente lineal de 0 a 70% de tampoén B, que consiste en 0,05% de TFA en 90% de
acetonitrilo. La proteina se eluyd en un pico Unico cerca del final del gradiente (pico M, Fig. 4E).

Identificacion de la proteina de 15 kDa de caspa de caballo como una secretoglobina

Las bandas de proteinas reducidas de 5 kDa y 10 kDa, extirpadas y extraidas de un gel de SDS-PAGE, se
analizaron por secuenciacion del extremo N-terminal. El analisis de la banda de 5 kDa reveld la secuencia de
aminoacidos ATxPAVATDIASFFLLPDSL (x: resto sin resolver), restos coincidentes 22-41 de la secuencia de Equus
caballus predicha denotada "similar a LppAB" (GenBank Acc no XP_001502544) (SEQ ID NO: 1). El analisis de la
banda de 10 kDa revelé la secuencia GSGxQLLEDVVEKTITAELS (x: restos sin resolver), restos coincidentes 19-38
de una secuencia predicha denotada "similar a lipophilin CL2" de Equus caballus (GenBank Acc no XP_001494564)
(SEQID NO: 2).

El analisis de las huellas dactilares de la masa de péptido (PMF) de la proteina purificada de 15 kDa por MALDI-TOF
MS de una digestion de tripsina en solucion no dio lugar a ninguna coincidencia significativa (p <0,05) frente a las
entradas de bases de datos conocidos. Sin embargo, el analisis de MS-MS de los péptidos m/z = 2281 y m/z =
1262,5 identificaron la secuencia QCINEISAGDRYIITETLGK (SEQ ID NO: 3) a partir de la secuencia predicha
"similar a LppAB" (Equus caballus) (GenBank Acc no XP_001502544).

El analisis de las huellas dactilares de la masa de péptido (PMF) por MALDI-TOF MS del fragmento de 5 kDa
digerido por tripsina en gel no dio lugar a ninguna coincidencia significativa (p <0,05) respecto a las entradas de
bases de datos conocidas. Sin embargo, los cinco péptidos dominantes detectados todo correspondieron realmente
con los fragmentos de tripsina anticipados de la SEQ ID NO: 4 donde m/z = 903,47 (correspondiente al resto 28-35),
m/z = 1037.6 (restos 43-53), m/z = 1262,6 (resto 43-53), m/z = 2281,1 (restos 43-62) y m/z = 2384,2 (restos 1-22),
que en la cobertura total de 50 (72%) de los restos de aminoacidos predichos de SEQ ID NO: 4.

El analisis de las huellas dactilares de la masa de péptido (PMF) por MALDI-TOF MS de la banda de 10 kDa
digerida con tripsina en gel no dio lugar a ninguna coincidencia significativa (p <0,05) respecto a las entradas de las
bases de datos conocidas. Sin embargo, los dos péptidos dominantes detectados fueron m/z = 1433,6 y m/z =
2880,4, lo que es consistente con la masa de los péptidos GSGCQLLEDVVEK vy
TITAELSPAEYVEAVQEFIPDEATEK, respectivamente, correspondiente a los restos 1-13 y 14-39 de la SEQ ID NO:
5.

Las secuencias de aminoacidos de las dos entradas de la base de datos identificadas, XP_001502544 (SEQ ID NO:
6) y XP_001494564 (SEQ ID NO: 7), contenian rasgos caracteristicos de la familia de proteinas de secretoglobina.
Por lo tanto, en conjunto, los resultados identifican la proteina de la caspa de caballo de 15 kDa como una
secretoglobina. Esta proteina se denomina en lo sucesivo Equ ¢ 15k. Las secuencias precursoras de las secuencias
de longitud completa predichas de las dos cadenas de Equ ¢ 15k se muestran en la Fig. 5 (5 kDa fragmento - SEQ



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2592956 T3

ID NO: 6; fragmento de 10 kDa - SEQ ID N° 7), donde los aminoacidos identificados por secuenciacion del extremo
N-terminal estan subrayados y los identificados por analisis de MS-MS se muestran en negrita. La secuencia del
precursor para el fragmento de 5 kDa incluye un péptido sefial N-terminal de 21 aminoacidos, y la secuencia del
precursor para el fragmento de 10 kDa incluye un péptido sefial N-terminal de 18 aminoacidos. Es de sefialar que la
prediccion del péptido sefal de la secuencia del precursor utilizando SignalP (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) da
como resultado las mismas secuencias maduras que las obtenidas experimentalmente tanto para las cadenas de 5
kDa como de 10 kDa.

El analisis SDS-PAGE en la Fig. 4D proporciona evidencias de que las cadenas de aminoacidos de 5y 10 kDa se
mantienen unidas por uno o mas puentes disulfuro en condiciones no reductoras, formando de este modo una
proteina heterodimérica. Por lo tanto, los analisis vinculan en conjunto un gen que codifica una secuencia de la SEQ
ID No 4 con un gen diferente que codifica la SEQ ID N° 5 que juntos forman una proteina heterodimérica de
secretoglobina previamente desconocida.

Ejemplo 5: Evaluacion de la unidn de IgE a Equ ¢ 15k mediante analisis de inmunotransferencia

Con el fin de determinar a qué subunidad de Equ c 15k fue dirigida la reactividad de IgE frente a la proteina, se
realizd un analisis de inmunotransferencia utilizando tanto condiciones reductoras como no reductoras.

El analisis por inmunotransferencia se realizd6 en muestras reducidas y no reducidas de Equ c 15k purificado
separado por SDS-PAGE usando un gel NuPAGE al 4-20% (Invitrogen) y se electrotransfirieron sobre una
membrana de nitrocelulosa Hybond ECL (GE Healthcare Life Sciences). Las transferencias de proteinas se
bloguearon durante 1 h a temperatura ambiente usando tampdn de bloqueo (50 mM de fosfato a pH 7,4, 0,1% (v/v)
TWEEN™ 20, 0,9% (p/v) de NaCl, 0,3% (p/v) de dextrano T10) y después se incubaron durante la noche con suero
de los pacientes 3 y 12, diluidos 1:4,8 y 1:13,5, respectivamente, en tampén de bloqueo. Después de lavar con 0,15
M de NaCl que contiene 0,5% (v/v) de Tween-20, la membrana se incubd 3 horas con un anticuerpo anti-IgE
humano marcado con HRP en tampdn de bloqueo y, después del lavado, la IgE unida se detectd fluorométricamente
utilizando un Kit de Deteccion Advanced Western Blot ECL (GE Healthcare Life Sciences) y una camara CCD Mini
LAS 4000 (Fujifilm, Tokio, Japdn).

Los dos sueros utilizados en el analisis (pacientes No. 3 y 12) ambos tenian una reactividad dominante para Equ ¢
15k de acuerdo con el analisis ImmunoCAPTM (véase el ejemplo 7 a continuaciéon). Ambos sueros reaccionaron
débilmente con las subunidades de Equ ¢ 15k, se disociaron en condiciones reductoras, visibles como bandas
débiles correspondientes a la reduccién de las subunidades 5 kDa y 10 kDa (Fig. 6). En condiciones no reductoras,
se observo una reactividad mucho mas fuerte con una banda que coincide con la banda no reducida 15 kDa de Equ
c 15k. No se observé reactividad significativa frente a otras bandas en este analisis. Este analisis de
inmunotransferencia muestra que la reactividad de unién a IgE esta, en efecto, dirigida a las principales bandas de
proteinas en la preparacion de Equ ¢ 15k.

Ejemplo 6: Produccion y caracterizacion inmunoldgica recombinante de Equ ¢ 15k
Clonacion y purificacion de Equ ¢ 15k recombinante

Un gen de una sola cadena Equ c 15k sintético se disefid mediante la combinacion de secuencias de nucleotidos
que codificaban las secuencias de aminoacidos de subunidades de 5 kDa y 10 kDa con una secuencia que
codificaba un péptido enlazador que comprendia 3x (Gly-Gly-Gly- Gly- Ser). El gen sintético de longitud completa se
clond en los sitios Ndel y Xhol del vector pET23a(+) (Novagen, Madison, WI, EE.UU.), afiadiendo un marcador de
hexahistidina del extremo C-terminal para permitir la purificacion de proteinas mediante cromatografia de afinidad de
iones metalicos inmovilizados (IMAC).

La secuencia de aminoacidos de toda la proteina recombinante se muestra en la SEQ ID NO: 8. La secuencia de
nucledtidos fue disefiada para el uso 6ptimo de codones en E. coli (DNA2.0, Menlo Park, CA, EE.UU.). La secuencia
de acido nucleico que codificaba toda la proteina recombinante se muestra en la SEQ ID NO: 9.

La construccion del plasmido de ADN se transformo en la cepa de E. coli BL21-Al (Invitrogen) y la proteina de la
Unica cadena de Equ ¢ L5K recombinante fue producida usando un bioreactor de 3 litros (Belach Bioteknik, Solna,
Suecia).

Para la purificacién del Equ ¢ 15k recombinante, las células cosechadas se resuspendieron en Tris-HCI 20 mM, pH
8,0, y se lisaron haciendo pasar la suspension a través de un homogeneizador Emulsiflex C5 (Avestin, Ottawa,
Ontario, Canada) a 10000 a 15000 kPa. Después de la centrifugacion de la suspension, los cuerpos de inclusion
sedimentados se disolvieron en 6 M de guanidina-HCI, Tris 20 mM, pH 8,0, NaCl 0,5 M, imidazol 5 mM y se filtraron
a través de filtros de celulosa mezclados de 0,45 um (Millipore). El sobrenadante filtrado se aplicé a una columna de
Sepharose quelante FF (GE Healthcare Life Sciences), cargada con NiSOa. El lavado en la columna se realizé con
urea 6 M en Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 0,15 M, 20 mM de imidazol seguido de una renaturalizacion in situ por un
gradiente lineal de 6 M a 2 M de urea en el mismo tampon. Después de la renaturalizacion, la proteina recombinante
se eluyo en un gradiente lineal desde 20 hasta 500 mM de imidazol en el mismo tampdn. La purificacion adicional de
la proteina recombinante se realizé por AIEC en Tris-HCI 20 mM, pH 8,0 usando una columna de Q SepharoseTM

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2592956 T3

FF (GE Healthcare Life Sciences). La proteina se eluy6 usando un gradiente lineal desde 0 hasta 0,5 M de NaCl y
las fracciones se agruparon de acuerdo a los resultados de SDS-PAGE. La concentracion de proteina de la
preparacion final se determiné a partir de la absorbancia a 280 nm, usando un coeficiente de extincién calculado de
0,44 por mg/mL

Evaluacion de la unién de IgE a Equ ¢ 15k recombinante

Se inmovilizé el Equ ¢ 15k recombinante a ImmunoCAPTM experimental y la reactividad de IgE frente a los sueros
de 36 sujetos sensibilizados a la caspa de caballos se determiné como se describe (Marknell DeWitt et al. 2002).

Hubo un buen acuerdo (r = 0,98) entre la unién de IgE a Equ ¢ 15k nativo purificado y el Equ ¢ 15k recombinante
(Fig. 7), lo que demuestra que la proteina recombinante era inmunolégicamente activa y estructuralmente similar a la
proteina nativa. Estos datos proporcionan una fuerte evidencia de que la secuencia de aminoacidos de los
fragmentos de Equ ¢ 15k de 5 kDa (SEQ ID NO: 4) y 10 kDa (SEQ ID NO: 5), como se predijo a partir de la
informacion de la secuencia gendémica identificada, son correctos y representan la secuencia de aminoacidos del
alérgeno Equ ¢ 15k de caspa de caballo purificado.

Ejemplo 7: Evaluacion de la actividad de union a IgE de nEqu ¢ 1, nEqu ¢ 2, nEqu 3 ¢, nEqu 4/5 cy Equ ¢ 15k en
una cohorte de pacientes alérgicos al caballo

Se utilizaron en el estudio sueros de 25 sujetos alérgicos al caballo de Espafia (n = 20) y Suecia (n = 5). Todos los
pacientes tenian un diagndstico médico de alergia a caballo con sintomas tales como el asma, rinoconjuntivitis y
urticaria, y presentaban una prueba cutanea positiva frente al extracto de caspa de caballo. Todas las muestras y los
datos clinicos fueron recogidos bajo la aprobacién del comité de ética local en cada centro contribuyendo al banco
bioldgico en el que se habian depositado las muestras y los datos.

Los niveles de anticuerpos IgE especificos frente al extrato de caspa de caballo, nEqu ¢ 1, nEqu ¢ 2, nEqu c 3 y
nEqu c 4/5y rEqu c 15k entre los 25 sujetos alérgicos al caballo se determinaron utilizando ImmunoCAPTM (fig. 8,
Tabla 3). En la Tabla 3, todos los niveles de ImmunoCAPTM se muestran como kUA/L y el origen de cada paciente
se indica mediante ES (Espafia) o SE (Suecia). Los sintomas alérgicos grabados bajo la exposicion a caballo son la
rinitis (Rin), el asma (ASTM), la urticaria (URT) o la anafilaxia (anaph).

De los 25 sueros analizados, 12 (48%) mostraron una respuesta IgE> 0,35 kUa/L frente a rEqu c 15k, 16 (64%)
frente a nEqu ¢ 2 y 19 (76%) frente a nEqu ¢ 1. Tanto nEqu ¢ 3 como nEqu c 4/5 aparecieron como alérgenos
menores entre los sujetos estudiados, uniéndose a IgE ab solamente a 5 (20%) y 7 (28%) de los sueros ensayados,
respectivamente. Cuatro de los 25 sueros (16%) reaccionaron exclusivamente frente a Equ ¢ 15k. En promedio entre
todos los sueros Equ ¢ 15k reactivos, la concentracion de anticuerpo IgE frente a Equ ¢ 15k ascendid a 37%
respecto a los de la caspa de caballo. La concentracion relativa correspondiente de anticuerpo IgE frente a nEqu c 1
fue del 52%, mientras que para nEqu ¢ 2, nEqu ¢ 3 y nEqu ¢ 4/5 las concentraciones relativas fueron 35%, 69% y
9%, respectivamente, entre los sueros especificamente reactivos a esos alérgenos. Veinticuatro de los 25 sueros
mostraron anticuerpos IgE de unién al extracto de caspa de caballo. Todos los sueros mostraron unirse a al menos
uno de los cinco alérgenos del caballo individuales ensayados. La suma de los niveles de unién a IgE para el
componente individual igual6 o super6 la del extracto de caspa de caballo.

Ejemplo 8: Sensibilizacion independiente frente a Equ ¢ 15k y secretoglobina de gato, el principal alérgeno de gato
Feld 1

Ya que Equ c 15k pertenece a la familia de proteinas de secretoglobina, se investigé la relacion inmunoldgica frente
al alérgeno principal del gato, el Fel d 1, que pertenece a la misma familia de proteinas. Los niveles de IgE que se
unen a Fel d 1 se evaluaron en el suero de 36 sujetos sensibilizados a la caspa de caballo, incluidos los 25
pacientes alérgicos al caballo descritos en el Ejemplo 7. No hay correlacién significativa (r = 0,36) entre los niveles
de IgE frente a Equ ¢ 15 recombinante y d rFel 1 podria ser detectado (Fig. 9), lo que sugiere que la respuesta de los
anticuerpos IgE frente a Equ ¢ 15k no era predominantemente el resultado de una reactividad cruzada entre equ c
15k y Fel d 1, y viceversa.

Con el fin de investigar mas a fondo la reactividad cruzada potencial entre Equ ¢ 15k y Fel d 1, ocho sueros que
presentaban una reactividad significativa de unién de anticuerpos a IgE a ambos Fel d 1 y Equ ¢ 15k se ensayaron
para determinar la inhibicién cruzada, utilizando tanto rEqu ¢ 15k como rFel d 1 en fase sdlida, asi como nEqu ¢ 15k
y rFel d 1 como inhibidores a una concentracion final de 100 g/ml (Fig. 10). Como un control de inhibicién, se utilizd
diluyente de IgE (Phadia). Los medios de las determinaciones duplicadas de cada inhibicion se calcularon y la
fraccion de inhibicion se calculé como la fraccion de la uniéon usando el inhibidor del diluyente que podia ser
inactivado con cada inhibidor. En estos sueros seleccionados, la inhibicién por Fel d 1 podia sélo lograrse con la
unioén a Fel d 1 en fase solida. Del mismo modo, la inhibicién usando Equ ¢ 15k sélo era posible en Equ ¢ 15k en
fase solida lo que indica que en estos sujetos la sensibilizacion a estos frente a moléculas ocurria
independientemente entre si y no era consecuencia del resultado de la reactividad cruzada. Sin embargo, la
presencia de una reactividad cruzada débil entre las dos proteinas no se puede descartar por completo.
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LISTA DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1
ATCPAVATDIASFFLLPDSL

SEQID NO: 2
GSGCQLLEDVVEKTITAELS

SEQID NO: 3
QCINEISAGDRYITETLGK

SEQID NO: 4
ATCPAVATDIASFFLLPDSLEFKLQLIKYQAPPEAKDATMOVKQCINEIS

AGDRYITTETLGKIVLOCGA

SEQID NO: 5
GSGCOQLLEDVVEKTITAELSPAEYVEAVQEFIPDEATERAATQLKQCYLKQSNETLNDERTM

MNSMYNSAYCALF

SEQID NO: 6
MRLFLPVLLVTLALCCCETNAATCPAVATDIASFFLLPDSLEKLQLIKYQAPPEAKDATMOV

KQCINEISAGDRYIITETLGKIVLQCGA

SEQIDNO: 7
MRKLVIVLMLVAFPLYCYAGSGCQLLEDVVEKTITAELSPAEYVEAVQEFI PDEATEKAATIQL

KOCYLKQSNETLNDEFRTMMNSMYNSAYCALF

SEQID NO: 8
MATCPAVATD IASFFLLPDS LFKLQLIKYQ APPEAKDATM QVKQCINEIS 50

AGDRYTITET LGKIVLQCGA GGGGSGGGGS GGGGSGSGCY LLEDVVEKTI 100
TAELSPAEYV EAVQEFIPDE ATEKAAIQLK QCYLKQSNET LNDFRTMMNS 150
MYNSAYCALF LEHHHHHH 168

SEQID NO: 9
ATGGCCACGTGCCCTGCAGTCGCTACGGACATCGCATCGTTCTTCTTGCTGCC

GGACAGCCTGTTTAAGCTGCAACTGATCAAATATCAGGCTCCGCCGGAGGCCAAAGACGC

GACCATGCAGGTTAAGCAGTGCATCAACGAGATTAGCGCGGGTGATCGCTATATCATTAC
CGARACCCTGGGCAAGATTGTGTTGCAGTGCGGTGCCGGTGGCGGTGETTCCGGCGGTGE
CGGCAGCGGTGGTGGTGGCAGCGGTAGCGGCTGTCAACTGCTGGAAGATGTTGTGGAGAA
AACGATTACCGCGGAGCTGAGCCCGGCTGAATATGTCGAGGCGGTTCAGGAGTTTATTCC
GGACGAGGCAACTGAAARAAGCAGCGATCCAACTGAAGCAGTGTTACCTGAAACAAAGCARA
CGRAAACCTTGAACGATTTTCGTACCATGATGAATAGCATGTACAATTCTGCGTACTGTGC
GCTGTTCCTCGAGCACCACCACCACCACCAC
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Phadia AB
<120> Nuevo alérgeno
<130> P9114PCO00

<150> SE 1050406-6
<151> 23-04-2010

<160> 9
<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1

<211> 20

<212> PRT

<213> Equus caballus

<400> 1

Ala Thr Cys Pro Ala Val Ala Thr Asp Ile Ala Ser Phe Phe Leu Leu
1 5 10 15

Pro Asp Ser Leu
20

<210> 2

<211> 20

<212> PRT

<213> Equus caballus

<400> 2
Gly Ser Gly Cys Gln Leu Leu Glu Asp Val Val Glu Lys Thr Ile Thr
1 5 10 15

Ala Glu Leu Ser
20

<210> 3

<211> 20

<212> PRT

<213> Equus caballus

<400> 3
Gln Cys Ile Asn Glu Ile Ser Ala Gly Asp Arg Tyr Ile Ile Thr Glu
1 5 10 15

Thr Leu Gly Lys
20

<210>4

<211> 69

<212> PRT
<213> Equus caballus

<400> 4
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Ala Thr Cys Pro Ala
1 5

Pro Asp Ser Leu Phe
20

Glu Ala Lys
35

Asp Ala

Ser Ala Gly Asp Arg
50

Leu Gln Cys
65

Gly Ala

<210>5

<211>75

<212> PRT

<213> Equus caballus

<400> 5

Gly Ser Gly Cys Gln
1 5

Ala Glu Leu Ser Pro

20
Pro Asp Glu Ala Thr
35
Leu Lys Gln Ser Asn
50
Ser Met Tyr Asn Ser
65
<210>6
<211>90
<212> PRT

<213> Equus caballus

<400> 6

Val

Lys

Thr

Tyr

Leu

Ala

Glu

Glu

Ala
70

Ala

Leu

Met

Ile
55

Leu

Glu

Lys

Thr

55

Tyr

Thr

Gln

Gln

40

Ile

Glu

Tyr

Ala

40

Leu

Cys

Met Arg Leu Phe Leu Pre¢ Val Leu

1 5

Cys Glu Thr Asn Ala Ala Thr Cys

20
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Asp

Leu

25

Val

Thr

Asp

Val

25

Ala

Asn

Ala

Leu

Pro
25

Ser Phe Phe Leu Leu Pro Asp Ser Leu

Ile

Ile

Lys

Glu

Val

10

Glu

Ile

Asp

Leu
75

Val Thr Leu Ala

10

Ala Val Ala Thr

Ala

Lys

Gln

Thr

Val

Ala

Gln

Phe

Phe Phe Leu lLeu

15

Ser

Tyr Gln Ala Pro Pro

Ile Glu Ile

45

Cys Asn

Leu Gly Lys Ile Val

Thr Ile Thr

15

Glu Lys

Val Gln Glu Ile

30

FPhe

Leu Lys Gln Cys Tyr

45

Arg Thr Met Met Asn

Phe

Leu Cys Cys

15

Asp Ile Ala
30

Phe Lys Leu Gln Leu Ile Lys
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Tyr Gln Ala Pro Pro Glu Ala

50

55

Cys Ile Asn Glu Ile Ser Ala

65

70

Leu Gly Lys Ile Val Leu Gln

<210>7
<211> 93
<212> PRT

85

<213> Equus caballus

<400>7
Met Lys Leu Val
1

Tyr Ala Gly Ser
20

Ile Thr Ala Glu
3s

Phe Ile Pro Asp
50

Cys Tyr Leu Lys
65

Met Asn Ser Met

<210> 8
<211> 168
<212> PRT

Thr

Gly

Leu

Glu

Gln

Tyr
85

<213> Equus caballus

<400> 8

val

Cys

Ser

Ala

Ser

70

Asn

Leu

Gln

Pro

Thr

55

Asn

Ser

Met Ala Thr Cys Pro Ala Val

1

5

Leu Pro Asp Ser Leu Phe Lys

20

Pro Glu Ala Lys Asp Ala Thr

35
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40

45

Lys Asp Ala Thr Met Gln Val Lys Gln

60

Gly Asp Arg Tyr Ile Ile Thr Glu Thr

75

Cys Gly Ala

Met Leu

Leu Leu

25

Ala Glu

40

Glu Lys

Glu Thr

Ala Tyr

Ala Thr

Leu Gln
25

90

Val Ala Phe Pro Leu Tyr
10 15

Glu Asp Val Val Glu Lys
30

Tyr Val Glu Ala Val Gln
45

Ala Ala Ile Gln Leu Lys
60

Leu Asn Asp Phe Arg Thr
15

Cys Ala Leu Phe
90

Asp Ile Ala Ser Phe Phe
10 15

Leu Ile Lys Tyr Gln Ala
30

80

Cys

Thr

Glu

Gln

Met
80

Leu

Pro

Met Gln Val Lys Gln Cys Ile Asn Glu

40

45
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Ile Ser

50

Val
65

Lieu
Gly Gly
Glu

Lys

Val Gln

aAla

Gln

Gly

Thr

Glu

Gly Asp

Cys Gly

Ala

Tyr Ile

55

Gly Gly

70

Ser
85

Gly

Ile Thr

100

Phe Ile

115

Leu Lys
130

Arg Thr
145

Leu Glu

<210>9
<211> 504
<212> ADN

Gln

Met

His

Cys Tyr

Met Asn

Gly

Ala

Pro

Leu

Ser

Ser Gly

Glu

Leu

Glu
120

Asp

Lys Gln

135

Met Tyr

150

His
165

His

<213> Equus caballus

<400> 9
atggccacgt

ctgtttaage
caggttaagc
ctgggcaaga
ggtagtagty
accgcggage
gceaactgaaa
ttgaacgatt

ctcgagcacc

gcoctgeagt
tgecaactgat
agtgcatcaa
ttgtgttgeca
geagaggtag
tgagcccgge
aagcagegat
ttcecgtaccat

accaccacca

His

His His

cgctacggac
caaatatcag
cgagattagc
gtgcggtgec
cggetgtcaa
tgaatatgtec
ccaactgaayg
gatgaatage

ccac
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Ile Thr Glu

Ser
75

Gly Gly

Gln
90

Cys T.eu

Sexr Pro Ala

105

Ala Thr Glu

Ser Asn Glu

Ala
155

Asn Ser

atcgcategt
gcteceogecgg
gegggtgate
ggtggcggtyg
ctgetggaag
gaggeggtte
cagtgttacce

atgtacaatt

Thr Leu

Gly Gly
Glu

Leu

Glu Tyr

Gly

Gly

Asp

Val

Lys Ile

Ser
80

Gly

val
95

val

Glu Ala

110

Ala
125

Lys

Thr
140

Leu

Tyr Cys

tottcttget
aggccaaaga
gctatatcat
gtteccggegy
atéttgtgga
aggagtttat
tgaaacaaag

ctgcgtactg
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REIVINDICACIONES

1. Un alérgeno aislado de caballo que es una secretoglobina que tiene un peso molecular de 15 kDa en condiciones
no reductoras y que comprende una primera cadena peptidica que tiene un peso molecular de 5 kD, que comprende
la secuencia de aminoacidos
ATCPAVATDIASFFLLPDSLFKLQLIKYQAPPEAKDATMQVKQCINEISAGDRYIITETLGKIVLQCGA (SEQ ID NO: 4), y
una segunda cadena peptidica que tiene un peso molecular de 10 kDa, que comprende la secuencia de
aminoacidos
GSGCQLLEDVVEKTITAELSPAEYVEAVQEFIPDEATEKAAIQLKQCYLKQSNETLNDFRTMMNSMYNSAYCALF
(SEQ ID NO: 5), unidas juntas, o una variante o el fragmento del mismo que comparte epitopos para anticuerpos IgE
con la misma, cuya variante o el fragmento del mismo tiene una identidad de secuencia frente a dicho alérgeno de
caballo de al menos el 70%.

2. El alérgeno de caballo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la variante o el fragmento del mismo tiene una
longitud de al menos 40, 50 6 60 restos de aminoacidos de cada cadena en el heterodimero.

3. El alérgeno de caballo de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en el que la variante o el fragmento del mismo tiene
una identidad de secuencia frente a dicho alérgeno de caballo de al menos 80%, 90% o0 95%.

4. El alérgeno de caballo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que se purifica a partir de caballo
0 se produce recombinantemente.

5. Una secuencia de acido nucleico aislado que codifica el alérgeno de caballo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

6. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 5.
7. Una célula huésped que comprende el vector segun la reivindicacion 6.

8. El uso de un alérgeno de caballo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para el diagnostico
in vitro de alergia Tipo 1.

9. Un método para producir una composicion alergénica, que comprende la etapa de afiadir un alérgeno de caballo
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 a una composicion que comprende un extracto de
alérgeno y/o al menos un componente alérgeno purificado.

10. Una composicion alergénica obtenible por el método segun la reivindicacion 9.
11. Un método para el diagnéstico in vitro de la alergia de tipo 1 que comprende las etapas de:

poner en contacto una muestra de fluido corporal que contiene inmunoglobulina de un paciente sospechoso de tener
alergia Tipo 1 con un alérgeno de caballo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o con una
composicion alergénica segun la reivindicacion 12, y

detectar la presencia, en la muestra, de anticuerpos de IgE que se unen especificamente al alérgeno de caballo,

en el que la presencia de tales anticuerpos de IgE que se unen especificamente al alérgeno de caballo es indicativa
de alergia Tipo 1.

12. Un kit diagndstico para realizar el método segun la reivindicacion 11, que comprende un alérgeno de caballo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una composicion segun la reivindicacion 10.

13. Un alérgeno de caballo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para uso en el tratamiento
profilactico o terapéutico de alergia Tipo 1.

14. Una composicion farmacéutica que comprende un alérgeno de caballo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, y opcionalmente al menos uno de vehiculos, excipientes, tampones y diluyentes.
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Fig 1B
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Concentracion de NH4SO4 (M)
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Concentracion de NH4SO4 (M)
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Fig 2B
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Fig 3B
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Fig 4B
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Concentracion de NaCl (M)
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Fig 10
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