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DESCRIPCION
Variantes hipoalergénicas de Mal d 1, el alérgeno principal de Malus domestica

La presente invencion se refiere a variantes de secuencias hipoalergénicas de la proteina Mal d 1, moléculas de acido
nucleico que las codifican, composiciones farmacéuticas que las contienen y su uso en la inmunoterapia de
enfermedades alérgicas causadas por la especie Malus domestica.

Antecedentes de la invencion

Las alergias son causadas por una disfuncion en el sistema inmunoldgico, que reacciona con proteinas inofensivas,
principalmente contenidas en el polen, acaros, epitelios y alimentos, produciendo anticuerpos de la clase IgE.

Estimaciones recientes indican que mas del 25% de la poblacién de los paises industrializados sufren estas
enfermedades que, si persisten, pueden conducir a un deterioro de los sintomas (por ejemplo, apariciéon de asma) y
sensibilizacion a otros alérgenos, complicando asi la eleccion del tratamiento mas adecuado.

Aproximadamente un tercio de todos los sujetos alérgicos en el mundo son alérgicos al polen de los arboles. En las
regiones templadas, el polen de los arboles pertenecientes al orden Fagales (abedul, aliso, avellano, roble y hojarazo)
es una de las causas principales del asma y de la rinitis alérgica. Aproximadamente el 95% de los pacientes alérgicos al
polen de abedul producen anticuerpos IgE contra Bet v 1, y el 60% de estos pacientes soélo reaccionan a Bet v 1 (ADNc
depositado en GenBank num. de acc. X15877), alérgeno principal del polen de abedul (1).

Un alto porcentaje de los individuos alérgicos al polen de abedul (50%-93%) desarrollan reacciones alérgicas después
de comer ciertos alimentos (manzanas, zanahorias, avellanas y apio). Este tipo de hipersensibilidad en los pacientes
con alergia al polen de abedul, caracterizada por la alergia a frutas, nueces y verduras, se describe como "sindrome
polen-alimento" (PFS). Los sintomas van desde reacciones de la mucosa del tracto digestivo superior (sindrome de
alergia oral) y el tracto gastroentérico hasta urticaria y asma, y en algunos casos pueden causar shock anafilactico. Las
reacciones adversas a la fruta ocurren con mayor frecuencia con la manzana. En el caso de la polinosis causada por el
polen de abedul, este sindrome esta mediado principalmente por la reaccion cruzada de los anticuerpos IgE
originalmente inducidos por Bet v 1 (2).

El tratamiento de estos pacientes se basa principalmente en evitar los alérgenos alimentarios de la dieta. Para el
tratamiento de la alergia a los podlenes, animales y acaros, la inmunoterapia especifica de hiposensibilizacion (SIT), a
diferencia del tratamiento farmacolégico, ha demostrado ser una forma efectiva de tratamiento etiolégico que afecta
positivamente a algunos parametros inmunoldgicos que son la base de la enfermedad. La SIT implica administrar dosis
crecientes de extractos estandarizados (vacunas) obtenidas de la sustancia que causa la enfermedad (3). De esta
manera se induce gradualmente en el paciente una especie de "tolerancia inmunolégica" contra esa sustancia,
acompafada de una reduccion, si no de la desaparicion, de los sintomas alérgicos. Por el contrario, la inmunoterapia
especifica no se usa comunmente para tratar las alergias alimentarias en vista del alto riesgo de inducir efectos
secundarios graves, que incluyen el shock anafilactico.

Aunque la reactividad cruzada entre Bet v 1 y las proteinas alimentarias homoélogas subyace a las reacciones inducidas
por el PFS, se ha encontrado que la SIT con polen de abedul no induce ninguna mejora en los sintomas de alergia
alimentaria.

Esta ineficacia se ha observado en el caso de la alergia a la zanahoria, causada principalmente por el alérgeno Dau c 1,
un homoélogo de Bet v 1, en el que surge sensibilizaciéon primaria hacia el alérgeno de abedul y posterior sensibilizacion,
después de comer zanahoria, hacia nuevos epitopos de Dau ¢ 1 que no reaccionan de forma cruzada con Bet v 1 (4).

En el tratamiento de la alergia a la manzana, la SIT con el extracto de polen de abedul dio lugar a resultados
controvertidos, a veces favorables, probablemente debido a la mayor identidad de secuencia entre Bet v 1 y Mal d 1
(60% de la secuencia de aminoacidos, frente a 40 % para Dau c 1).

En un estudio de 1998, en 84% de los pacientes alérgicos a abedul y manzana quienes se trataron con SIT a base de
extracto de polen de abedul, una reduccion significativa (50-95%) o desaparicion total de los sintomas de OAS
(sindrome de alergia oral) después de comer manzana ya habia desaparecido después del primer afio de tratamiento
(5). En un estudio mas reciente, publicado en 2004, la SIT con el extracto de polen de abedul condujo a una reduccion
significativa en la reactividad de SPT a Bet v 1 y Mal d 1 después de solo tres meses de tratamiento. Los anticuerpos
IgG4 fuertemente inducidos contra Bet v 1 exhibieron reactividad cruzada a Mal d 1, apoyando asi la hipétesis de que la
SIT contra la alergia al polen de abedul puede reducir ademas la alergia a los alimentos que contienen alérgenos
homologos de Bet v 1 (6). Otro estudio publicado en el mismo afio (2004) mostro, que en los pacientes alérgicos al
abedul y manzana, la SIT basada en el extracto de polen de abedul mejor6 significativamente los sintomas alérgicos
causados por el polen, pero no redujo la gravedad de la alergia a la manzana (7).

Sobre la base de los conocimientos actuales, por lo tanto no puede afirmarse con certeza que la inmunoterapia con
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alérgenos de polen de abedul proporciona beneficios importantes en el caso de la alergia a los alimentos que contienen
los homologos de Bet v 1, lo cual por lo tanto debe tratarse como una enfermedad separada.

Uno de los alérgenos mas frecuentemente implicados en la reactividad cruzada del PFS con Bet v 1 es Mal d 1, el
principal alérgeno de la manzana, una fruta perteneciente a la familia Rosaceae. Mal d 1 comparte aproximadamente
60% de su secuencia de aminoacidos con Bet v 1 (identidad), y los experimentos de reactividad cruzada han
demostrado la presencia de epitopos IgE y T comunes (8,9).

Mal d 1 (ndm. de acceso Q9SYW3 o num. AJ417551) es una proteina de 159 aminoacidos con un peso molecular de
17,7 kDa. (10). Este alérgeno pertenece a la familia PR-10 de "proteinas relacionadas con la patogénesis”, es decir,
proteinas ubicuas producidas por las plantas en respuesta a estreses ambientales o patolégicos, cuya funcion se cree
que se conecta con el transporte de esteroides. Mal d 1 se encuentra tanto en la cascara como la pulpa de las
manzanas. La medicion del contenido de Mal d 1 en extractos proteicos de numerosas variedades de manzanas
demuestra que este alérgeno esta presente en concentraciones considerablemente diferentes en las diferentes
variedades; la variabilidad en el contenido de Mal d 1 se encontré ademas en la misma variedad cultivada en diferentes
lugares. Ademas, incluso en variedades con un bajo contenido de Mal d 1, se ha observado que la concentraciéon de
alérgenos aumenta significativamente durante la maduracién y almacenamiento del fruto.

Mal d 1 se representa por una familia de genes con al menos dieciocho miembros, caracterizada por la presencia o
ausencia de intrones en el gen. Algunos miembros se conservan altamente en las diferentes variedades de manzana
(Mal d 1,01, Mal d 1,02), mientras que otros presentan mayor variabilidad (Mal d 1,04, Mal d 1,05, Mal d 1,06 A, B, C)
(11). Cuando se condujo el analisis de SPT en pacientes con sindrome polen-alimento, se observé una asociacion entre
las variantes de proteinas codificadas por los genes Mal d 1,04 y Mal d 1,06A y una mayor alergenicidad de las
variedades de manzana. Los resultados de este tipo de estudio pueden tener aplicaciones en la identificacion y cultivo
de variedades de manzana con menor alergenicidad para su uso como alimento o como materia prima para la
inmunoterapia convencional.

El desarrollo de alérgenos alimentarios hipoalergénicos para su uso en la inmunoterapia especifica puede representar
una buena alternativa para evitar alérgenos alimentarios y permitir el tratamiento de una enfermedad que, ademas de
implicar altos riesgos para la salud del paciente, tiene un impacto negativo significativo en la calidad de vida y puede
causar desequilibrios nutricionales incapacitantes.

En los ultimos afios, se ha dedicado gran atencién a desarrollar vacunas mas seguras y efectivas, que consisten en
proteinas recombinantes mutagenizadas a nivel de aminoacidos importantes para la union a IgE, a saber, variantes
hipoalergénicas que influyen favorablemente en la progresion natural de la enfermedad sin causar efectos adversos
(12).

Algunos estudios de variantes hipoalergénicas de Mal d 1 o proteinas homoélogas de otros frutos pertenecientes a la
familia Rosaceae estan disponibles en la literatura.

En base a la reactividad cruzada entre Bet v 1 y Mal d 1, se produjo un mutante de Mal d 1, el alérgeno principal de la
manzana, por mutagénesis de sitio dirigido de cinco residuos de aminoacidos sobre la isoforma Mal d 1,0108 (T10P,
130V, T57N, T112C e 1113V) seleccionados por analogia con un mutante hipoalergénico del alérgeno Bet v 1 (9). La
sustitucion de dichos aminoacidos redujo la actividad alergénica de Mal d 1 en 90%, como se demostré mediante el
analisis SPT y DBPCFC (ensayo doble ciego controlado con placebo). EI mismo mutante con cinco sustituciones de
aminoacidos se probd en paralelo con el mutante analogo de Bet v 1 y con las correspondientes moléculas silvestre
(13). Aunque los sueros de los pacientes alérgicos al abedul y a la manzana exhibieron mayor reactividad de IgE contra
Bet v 1 en pruebas de inmunoelectrotransferencia, se observé una reduccion en la unidon a ambos mutantes probados.
En los ensayos ELISA, en la mayoria de los sueros probados (10/14), se observé una reduccion de 30 a 88% en la
union a IgE del mutante Mal d 1 en comparacion con el alérgeno silvestre. Sin embargo, la mutagénesis de los cinco
aminoacidos seleccionados no parece perjudicar la reactividad IgE de los epitopos principales de Mal d 1, ya que no se
observo variacion en la unién especifica de IgE en algunos de los sueros analizados (3/14).

En Pru av 1, el alérgeno principal de la cereza homoéloga a Mal d 1, la sustitucién puntiforme de la serina 112 demostro
ser critica para el reconocimiento de la molécula por las IgE. La mutagénesis del mismo aminoacido en la prolina en el
homologo Bet v 1 confirmd la importancia de la serina 112 en la preservacion de la estructura del epitopo de IgE con
reactiva cruzada. La sustitucién de Glu45 por triptéfano en la secuencia del bucle P de Pru av 1 demostré que esta
region es un epitopo IgE con reactividad cruzada a Bet v 1 (14). Se obtuvieron otras tres variantes de Pru av 1 por
mutagénesis de aminoacidos en la posicion 28 (Asn28Lys), 108 (Pro108Ala), o ambos. Se observé la union de IgE
reducida en hasta 80% de sueros de pacientes alérgicos a abedul y cerezo para el mutante Unico (Asn28Lys) y el
mutante doble (Asn28Lys, Pro108Ala), mientras que se obtuvo una reduccion en sélo el 12% para el mutante Unico
sobre Pro 108, lo que sugiere que el aminoacido Asn28 en Pru av 1 se implica en un epitopo IgE. Esta asparagina esta
expuesta al solvente y es parte de una de las areas propuestas como sitios principales del antigeno en la proteina
homodloga Bet v 1 (15).

El estudio de la estructura tridimensional de Bet v 1 mediante analisis NMR vy difraccion de rayos X llevo a la
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identificacion de tres zonas con un area superior a 600 A que pueden estar implicadas en la union a IgE (16). Estas tres
zonas expuestas en la superficie consisten en aminoacidos altamente conservados en los alérgenos homologos
expresados en especies pertenecientes al orden Fagales, y se han propuesto como epitopos potenciales de IgE
responsables de la reactividad cruzada entre Bet v 1 y las proteinas homélogas de polen de las plantas. La mutagénesis
de sitio dirigido de aminoacidos en estas areas confirmd su participacion en la union a IgE. Las mutaciones en Bet v 1
que caracterizan a los dos mutantes multiples (T28, Q32, S45, G108) y (V5, S42, S45, K78, V103, 1123, E134, H156,
N160), por ejemplo, modifican hasta cinco areas diferentes distribuidas en la superficie molecular, que incluyen las tres
zonas descritas anteriormente, y causan una reduccion en la alergenicidad (17). Las secuencias de aminoacidos que
constituyen los tres epitopos de IgE propuestos por Gajhede ademas se conservan en los alérgenos alimentarios
homologos a Bet v 1. Para reducir la similitud superficial con Bet v 1, los aminoacidos conservados Thr 28, GIn 32 y Ser
45 de Mal d 1, encontrados en una de las areas descritas anteriormente, se sustituyeron con aminoacidos no presentes
en Bet v 1 en las posiciones correspondientes. La sustitucion de estos residuos no varié la capacidad del mutante Mal d
1 de inhibir la unién de IgE-Bet v 1 en comparacion con la contraparte wt, mientras que la liberacion de histamina se
abolié en los basdfilos de la sangre de los mismos pacientes alérgicos al abedul en un solo caso de los cinco probados
(24).

Para identificar los epitopos de IgE implicados en los sintomas clinicos del sindrome de polen-alimento, se generé una
proteina quimérica injertando cuatro extensiones peptidicas cortas de Mal d 1 sobre la secuencia de Bet v 1 (18). Las
regiones trasplantadas incluyeron los residuos de aminoacidos previamente demostrados cruciales para la union de IgE
de los pacientes a ambos alérgenos, Bet v 1 y Mal d 1: T10, F30, S57, S112, 1113 y D125. La reactividad de IgE de la
proteina quimérica se probd usando sueros de dos grupos de pacientes con alergia al abedul, sin PFS o mostrando
sintomas de PFS después de la ingestion de manzana. La molécula quimérica se reconoci6é por las IgE de ambos
grupos, pero la unién fue significativamente menor en el grupo sin PFS en comparacion con los pacientes con alergia a
la manzana, lo que sugiere que las secuencias injertadas en Bet v 1 se implicaron en la reactividad cruzada Bet v 1/Mal
d 1 IgE.

La alergia al polen de abedul caracterizada por PFS representa un excelente modelo de estudio para identificar epitopos
de IgE de reaccion cruzada y que permite la produccion de alérgenos recombinantes con una capacidad de unién a IgE
reducida.

La posibilidad de usar moléculas multiméricas modificadas que consisten en diferentes alérgenos del mismo organismo
o de diferentes organismos para la terapia especifica hiposensibilizante se ha considerado fascinante desde hace
tiempo. Este enfoque permite que se entregue una serie de alérgenos en una molécula Unica con la ventaja de producir
una unica preparacion que contiene los alérgenos en una relacion molar precisa. La asociacion de Betv 1y Mal d 1 en
una unica molécula hibrida debe representar el repertorio de epitopo T de ambas moléculas, y puede inducir una fuerte
respuesta protectora de IgG (17) contra ambos alérgenos. La induccién de anticuerpos IgG especificos para el alérgeno
sensibilizante es uno de los factores correlacionados con el beneficio inducido por la SIT. Tales anticuerpos
(protectores) pueden inhibir la unién de IgE al antigeno, alterando la conformacion tridimensional de la molécula.

Algunos estudios se han realizado para investigar los efectos clinicos sobre la alergia al polen de abedul de la SIT con
derivados triméricos del alérgeno Bet v 1 (19). El tratamiento indujo fuerte respuesta de anticuerpos alergénicos IgG1 e
IgG4 especificos y redujo la reactividad nasal y cutanea, pero no produjo una mejora significativa en los sintomas
clinicos.

Se observo ademas una respuesta significativa del anticuerpo IgG en los experimentos en ratones tratados con la forma
wt o mutante dimérica en la posicion 112 del alérgeno Dau ¢ 1 de la zanahoria, homdlogo al alérgeno Bet v 1 (20).
Ambas variantes diméricas demostraron ser mas antigénicas que la mezcla de las formas monoméricas
correspondientes. Ademas, todos los sueros murinos producidos contra Dau ¢ 1 (en forma monomeérica, dimérica, wt y
mutante) contuvieron anticuerpos especificos que reaccionan de forma cruzada con los epitopos reconocidos por IgE
humana, lo que indica que los antigenos estructuralmente alterados como los dimeros son capaces de inducir la
produccién de anticuerpos especificos para los epitopos conformacionales.

El uso de una variante hibrida hipoalergénica como Bet v 1-Mal d 1 puede eliminar las dificultades causadas por las
reacciones adversas graves a los alérgenos alimentarios y mejoran una respuesta tolerogénica no sélo a Bet v 1, como
ocurre cuando se usa SIT con extracto de polen de abedul, sino ademas al alérgeno principal de la manzana.

Descripcion la invencion

Se ha descubierto ahora que la union del alérgeno Mal d 1 a IgE puede reducirse modificando su secuencia mediante la
sustitucién de residuos de aminoacidos especificos.

De conformidad con un primer aspecto de esta, la invencién proporciona una variante de la secuencia de Mal d 1
obtenida a partir del alérgeno principal de Malus domestica, Mal d 1 (secuencia wt sec. con ndm. de ident.:1), o una
isoforma de esta que tiene al menos 95% de identidad de secuencia con la sec. con num. de ident.:1, preferentemente
al menos 97%, dicha variante caracterizada por:
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a) reactividad reducida a IgE en comparacion con la sec. con nim. de ident.:1 de Mald 1 silvestre;

b) una secuencia de aminoacidos que, cuando se alinea con la sec. con num. de ident.: 1, presenta al menos una, y
preferentemente dos sustituciones en los residuos Asp y/o Asn en las posiciones 25 y 78 de sec. con nim. de
ident.: 1 o en las posiciones correspondientes de dichas isoformas de Mal d 1.

Las isoformas de Mal d 1 que tienen al menos 95% de identidad de secuencia con la sec. con num. de ident.:1 incluyen
las secuencias naturales depositadas en los niumeros de acceso Mal d 1.0201 (Uniprot Q40280) y Mal d 1.0204 (Uniprot
Q9SYV4).

Las variantes preferidas del alérgeno Mal d 1 son aquellas en donde el residuo Asp 25 se sustituye con un aminoacido
neutro, polar o basico, que se selecciona preferentemente de Ala, Thr, Gly, Pro, Leu, lle, Ser, Phe, Lys y Arg, y con
mayor preferencia de Ala, Thr, Ser, Gly, Lys y Arg, mientras que el residuo Asn 78 se sustituye con un aminoacido
neutro, acido o basico, que se selecciona preferentemente de Ala, Gly, Pro, Leu, lle, Phe, Lys, Arg, Asp y Glu, y con
mayor preferencia Ala, Gly, Lys, Arg, Asp y Glu.

En una modalidad preferida, la variante de conformidad con la invenciéon que porta 2 sustituciones tiene la secuencia
identificada en la sec. con nim. de ident.: 2.

La variante de sustitucion del alérgeno Mal d 1 de conformidad con la presente invencion muestra una reduccion de la
reactividad de IgE de al menos 10% en comparacion con la molécula silvestre, preferentemente de al menos 50% y con
mayor preferencia de al menos 80%, con el suero de pacientes alérgicos al polen de Betula verrucosa.

La reactividad de IgE de la variante de sec. con nim. de ident.: 2 se analizé en una mezcla de sueros de individuos
alérgicos mediante ensayo ELISA (Figura 1). Cuando se incubd con una mezcla de sueros de pacientes alérgicos al
polen de abedul y manzana, dicha variante present6 una reduccion de la reactividad de IgE (a 1 pg/ml), en comparacion
con el alérgeno wt Mal d 1, (sec. con nim. de ident.: 1), de 89% (sec. con num. de ident.: 2). Otro ejemplo de una
variante del alérgeno Mal d 1 con una sustitucion, Asn 78 en Ala (sec. con nim. de ident.:11), exhibié una reduccion del
70,9% en la union a IgE bajo las mismas condiciones (Figura 1).

Estos resultados se confirmaron por experimentos de inhibicion ELISA, que permiten evaluar la reactividad de epitopos
homologos de diferentes proteinas. Se encontré que con 0,3125 pg/ml de inhibidor, la unién de la proteina Mal d 1 wt
(sec. con num. de ident.: 1) a las IgE de una mezcla de sueros se inhibe en 93,3% cuando el suero se pretrata con la
misma proteina, y en 25,4% cuando se preincuba con la variante de sec. con num. de ident.: 2 (Figura 2). Bajo las
mismas condiciones, la variante con sustitucion Unica en Asn78 inhibe la union de la sec. con nim. de ident.:1-IgE en
19,7% (Figura 2, sec. con num. de ident.: 11).

Estos resultados indican claramente que la sustitucion de los aminoacidos en la posicion 25 y/o 78 de la sec. con nim.
de ident.: 1 interfiere con el reconocimiento del alérgeno Mal d 1 por las IgE.

Se ha observado ademas que el alérgeno Mal d 1 wt de sec. con num. de ident.: 1 y la variante hipoalergénica de sec.
con num. de ident.: 2, usada a la concentracion de 0,625 pg/ml, inhiben la union de Bet v 1 wt a las IgE de una mezcla
de sueros positivos a abedul y manzana por diferentes grados de eficacia. La inhibicion asciende a 94% cuando el suero
se pretrata con la misma proteina Bet v 1 wt, 46% cuando se preincuba con la proteina de sec. con nim. de ident.: 1,
4,2% con la sec. con num. de ident.: 2, y 32,1 % cuando el suero se pretrata con la variante de sustitucion Unica de sec.
con num. de ident.: 11 (Figura 3).

El alérgeno Mal d 1 wt de sec. con num. de ident.: 1 y la variante hipoalergénica de sec. con nim. de ident.: 2, usada
para inmunizar ratones Balb/c, inducen una respuesta especifica de IgG (Figura 4). Particularmente, los anticuerpos
producidos contra la sec. con nim. de ident.: 2 reconocen ademas la contraparte wt de sec. con num. de ident.: 1
(Figura 5), demostrando que la modificacion de los residuos en las posiciones 25 y 78 no provocan una alteracion
significativa en los epitopos IgG de la molécula. Ademas, la inmunizacién con la variante de sec. con nim. de ident.: 2
induce una respuesta inmune mas alta y mas rapida que la obtenida con la contraparte wt de sec. con nim. de ident.:1.
Por el contrario, los anticuerpos presentes en el suero de los animales inmunizados con un antigeno no relacionado no
pueden reconocer los valores de Mal d 1 wt y la sec. con nium. de ident.: 2.

La reactividad al extracto de manzana por los anticuerpos inducidos por ratones inmunizantes con la sec. con nim. de
ident.: 2 es detectable a partir de la quinta semana, y los picos en la séptima semana, cuando se produjo el
reconocimiento muy débil por los anticuerpos mediante inmunizacién con la sec. con nim. de ident.: 1 aunque el titulo
de anticuerpos hacia Mal d 1 wt a las siete semanas es comparable con el obtenido en los ratones inmunizados con la
sec. con num. de ident.: 2 (Figura 6).

En lo que respecta a la induccion de anticuerpos protectores capaces de competir en la union entre el alérgeno y la IgE,
se ha observado que los anticuerpos IgG producidos contra la sec. con num. de ident.: 2 inhiben la unién de Mal d 1
(sec. con num. de ident.: 1) a las IgE de pacientes alérgicos a abedul y manzana mas efectivamente que la proteina wt
(sec. con num. de ident.: 1) (p<0,001) (Figura 7). Experimentos de inhibicion ELISA han demostrado que las IgG de
ratones inmunizados con la sec. con num. de ident.: 2 inhiben la reactividad de IgE de suero de siete pacientes en un
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promedio de 66% (con valores en el intervalo de 49,6 a 82,2%), y los producidos contra la sec. con nim. de ident.: 1 en
32,3% (11,5-53%). El suero de los animales no inmunizados usados como control no causa ninguna inhibicién de la
union especifica IgE-Mal d 1.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un péptido activo inmunolégicamente correspondiente a un
fragmento Mal d 1 que contiene al menos una de las sustituciones descritas anteriormente. Dicho péptido
preferentemente contiene 15 a 35, y con mayor preferencia 15 a 20, residuos de aminoacidos. Como se usa en la
presente descripcion, la expresion "inmunolégicamente activo" significa que el péptido debe ser capaz de estimular una
respuesta inmune independiente a IgE.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una proteina hibrida que contiene una variante de la secuencia del alérgeno
principal de Malus domestica como se describe en la presente descripcion y una variante hipoalergénica del alérgeno
principal Bet v 1 del polen de Betula verrucosa, posiblemente separado por un enlazador.

En la proteina hibrida de conformidad con la invencion, dichas variantes hipoalergénicas de Mal d 1 y Bet v 1 se sitdan
indistintamente en el amino o carboxi terminal con orientaciéon cabeza a tallo; en otras palabras, cuando el amino
terminal de la proteina hibrida coincide con el amino terminal de Bet v 1 o Mal d 1, el carboxi terminal de la proteina
hibrida coincide con el carboxi terminal de la proteina Mal d 1 o Bet v 1 respectivamente. De conformidad con una
modalidad preferida, el amino terminal de la proteina hibrida se ocupa por Bet v 1, y el carboxi terminal por Mal d 1
(Figura 8).

El enlazador que separa las secuencias mutadas de Bet v 1 y Mal d 1 preferentemente consiste de una cadena de 8
aminoacidos, con mayor preferencia una cadena de dos aminoacidos, y aun con mayor preferencia de dipéptido EF
(Glu-Phe).

En una modalidad preferida de la invencion, la proteina hibrida contiene la variante hipoalergénica de Bet v 1 descrita en
la solicitud de patente internacional WO2007/073907 y la solicitud de patente europea EP2172215, presentada por el
mismo solicitante. Particularmente, la variante hipoalergénica de Bet v 1 contenida en la proteina hibrida de conformidad
con la invencion se obtiene a partir de una proteina de secuencia sec. con nim. de ident.:5 o una isoforma de esta que
es al menos 94%, y preferentemente al menos 97% idéntica a dicha secuencia sec. con nim. de ident.:5, sustituyendo
los residuos de Lys en la posicion 54, 115 y/o 123 (en el caso de sec. con num. de ident.:5), o en las posiciones
correspondientes de dicha isoforma, con aminoacidos neutro o polar seleccionados de Ala, Thr, Gly, Pro, Leu, lle, Phe y
Ser. En una modalidad preferida, dicha variante hipoalergénica de Bet v1 es la sec. con nim. de ident.:6. Las variantes
hipoalergénicas de Bet v 1 referidas aqui se describen en las dos solicitudes de patente citadas anteriormente.

Las isoformas de Bet v 1 que tienen mas de 94% de identidad de secuencia con la sec. con nim. de ident.:5 incluyen
las moléculas naturales depositadas bajo los nimeros de acceso Bet v 1-a (Uniprot P15494), Bet v 1-j (Uniprot P43184)
y Bet v 1 -f (Uniprot P43179).

La proteina hibrida de la secuencia sec. con num. de ident.:4 en donde la variante hipoalergénica de Bet v 1 (sec. con
num. de ident.: 6) se une a la variante hipoalergénica de Mal d 1 (sec. con num. de ident.:2) con orientacién cabeza a
colaBet v 1 (Betv 1— Mal d 1) através del enlazador dipéptido EF, se prefiere particularmente.

La variante hibrida de conformidad con la presente invencién muestra una reduccion de la union a IgE en al menos
10%, preferentemente 50%, y con mayor preferencia 70% en comparacion con el hibrido wt.

La reactividad de IgE de la variante de sec. con nim. de ident.: 4 se analizé en una mezcla de sueros de individuos
alérgicos al polen de abedul y manzana por ensayo ELISA (Figura 9). Cuando se incub6 con los sueros, dicha variante
exhibié una reduccion media de 55,1% en la reactividad de IgE en comparacion con el hibrido wt (sec. con num. de
ident.: 3).

Estos resultados se confirmaron por experimentos de inhibicion ELISA. Se ha observado que a concentraciones iguales
(1,25 pg/ml) de inhibidor, la unién entre el alérgeno con Bet v 1 (sec. con num. de ident.: 5) adsorbido en los pocillos y la
IgE especifica contenida en el suero de 7 pacientes se inhibe por un promedio de 79,9% cuando el suero se pretrata
con una mezcla de los alérgenos wt Unicos, 53,3% cuando se preincuba con una mezcla de los dos componentes
mutagenizados, 63,3% cuando se pretrata con la sec. con nim. de ident.: 3y 32,1% cuando el suero se preincuba con
la sec. con num. de ident.: 4 (Tabla 2 y Figura 10A). La capacidad del hibrido mutante de sec. con num. de ident.: 4 para
competir en la union Bet v 1-IgE disminuye significativamente (p<0,05) en comparacion con tanto la sec. con nim. de
ident.: 3 como la mezcla de los dos alérgenos mutagenizados (Bet v 1 mut - sec. con num. de ident.:6 y nnit Mal d 1 -
sec. con num. de ident.:2).

En la misma cantidad (1,25 pg/ml) de inhibidor, la unién entre el alérgeno Mal d 1 wt (sec. con ndm. de ident.:1)
adsorbido en los pocillos y la IgE especifica contenida en el suero de los 7 pacientes se inhibe por un promedio de
82,8% cuando el suero se pretrata con una mezcla de los alérgenos wt Unicos, 51,6% cuando se preincuba con una
mezcla de los dos componentes mutagenizados, 74,6% cuando se pretrata con la sec. con nim. de ident.: 3, y 63,6%
cuando el suero se preincuba con la sec. con num. de ident.: 4 (Tabla 3 y Figura 10B). Los resultados obtenidos para
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Mal d 1 son comparables con los medidos para Bet v 1, con la excepcién de la sec. con nium. de ident.:4, que demostré
ser mas reactiva contra Mal d 1.

Se observé ademas que la variante hipoalergénica sec. con num. de ident.:4, usada para inmunizar ratones Balb/c,
induce la produccion de las IgG especificas capaces de reconocer el alérgeno Bet v 1 presente en el extracto de Betula
verrucosa(Figura 11). La molécula hibrida de sec. con nim. de ident.:4 induce una respuesta IgG especifica similar a la
inducida en ratones por el extracto de abedul, por la sec. con nim. de ident.: 3, o por una mezcla de los respectivos
alérgenos wt o mutagenizados. Por el contrario, los anticuerpos presentes en los sueros de animales inmunizados con
un antigeno no relacionado no pueden reconocer las sec. con nums. de ident.: 3 y 4 y mezclas de los alérgenos wt y
mutante.

La variante hibrida hipoalergénica de sec. con nim. de ident.: 4 es capaz ademas de inducir una respuesta especifica
de IgG a los componentes del extracto de la pulpa de Malus domestica(Figura 12). Cinco semanas después de la
primera inmunizacion, la respuesta de IgG inducida por la inmunizacién con la sec. con nim. de ident.: 4 es 30 veces
mayor que la obtenida mediante la inmunizaciéon con cantidades equimolares de una mezcla de las dos variantes
mutagenizadas Unicas (mezcla mut) y 3,2 veces mayor que el alérgeno hibrido wt de sec. con num. de ident.: 3. La
inmunizacion con el extracto de abedul induce la produccion de las IgG capaces de reconocer el Mal d 1 contenido en el
extracto de manzana a partir de la quinta semana.

Ademas, la inmunogenicidad de la variante hipoalergénica de sec. con num. de ident.: 2 aumenta cuando forma parte de
la molécula hipoalergénica hibrida de sec. con num. de ident.: 4. La induccion de anticuerpos IgG especificos para Mal d
1 wt (sec. con num. de ident.: 1) Mal d 1 mutante (sec. con num. de ident.: 2) es mucho mayor y mas temprano en
ratones inmunizados con la variante hibrida de sec. con nim. de ident.: 4 que en ratones inmunizados con el Unico
alérgeno de sec. con num. de ident.: 2. Un aumento sustancial en la induccion con la sec. con nim. de ident.: 4 ya se
observa en la cuarta semana de tratamiento, mientras que se tarda al menos siete semanas en obtener la misma
respuesta inmunizando a los animales con la proteina de sec. con num. de ident.: 2 (Figuras 13-A,B).

En cuanto a la induccidon de anticuerpos protectores capaces de inhibir la unién entre el alérgeno y las IgE, se ha
observado que los anticuerpos IgG producidos contra la sec. con num. de ident.: 4 inhiben la unién de Bet v 1 a (sec.
con num. de ident.:5) a las IgE de pacientes alérgicos a abedul y a manzana mas efectivamente que aquellos inducidos
por la mezcla de las dos variantes mutadas Unicas (mezcla mut) (p<0,05) (Figura 14). Los experimentos de inhibicion
ELISA han demostrado que las IgG producidas en ratones inmunizados con la sec. con ndm. de ident.: 4 inhiben la
reactividad de IgE de siete sueros de pacientes en un promedio del 87,7% (con valores en el intervalo de 77,4 a 94,7%)
y los producidos contra una mezcla de las dos variantes mutagenizadas (mezcla mut) en un 82% (63,5-92,3%); los
anticuerpos IgG producidos contra la mezcla de proteinas wt (mezcla en peso) inhiben la unién en un promedio del
54,7% (32,4-68,6%), y los obtenidos mediante inmunizacion con hibrido wt sec.con nim. de ident.: 3 en 82,2% (51,9-
93,5%).

Los anticuerpos IgG inducidos en ratones inmunizados con la sec. con nim. de ident.: 4 ademas inhiben la unién entre
Mal d 1 (sec. con nium. de ident.: 1) y las IgE de los sueros de pacientes alérgicos a abedul y manzana en un promedio
de 47,5%, 9,9% si se inmunizan con una mezcla de proteinas wt, 53,5 % con una mezcla de variantes mutadas, y
59,4% con el inmundgeno de sec. con num.: 3 (Figura 15).

El suero de los animales no inmunizados usados como control no causa ninguna inhibicién de la unién especifica de IgE
aBetv1yMald 1.

Las variantes de sustitucion de conformidad con la invencidon pueden prepararse facilmente por mutagénesis de la
secuencia de ADNc de Mal d 1 (sec. con nim. de ident.:7), Bet v 1 (sec. con nim. de ident.: 8), sus isoformas o
variantes naturales, o de la secuencia de ADNc del hibrido wt (sec. con num. de ident.:9), usando técnicas conocidas
por el experto (21).

Las sec. con nums. de ident.: 10 y 19 reportan las secuencias de ADNc que codifican para la variante (monomérica) de
doble sustitucion o la variante hibrida identificada como sec. con nims. de ident.: 2 y 4 respectivamente.

Por lo tanto, otros aspectos de la invencion se refieren a una molécula de acido nucleico que codifica para una variante
del alérgeno Mal d 1 descrita en la presente descripcion, para un péptido derivado de la misma o para la proteina hibrida
Mal d 1-Bet v 1 y un vector de expresion que contiene dicha molécula junto con elementos para el control de la
expresion en células eucariotas o procariotas, tales como promotores de la transcripcion o potenciadores, secuencias de
sefial u otras secuencias de regulacion de la transcripcion. El vector puede ser un plasmido, virus, fago o cualquier otro
vector cominmente usado en ingenieria genética.

La invencion incluye ademas una célula huésped procariotica o eucariotica transformada o transfectada con el vector de
conformidad con la invencion. Las células procariotas tales como Escherichia coliy Bacillus subtilis, o células
eucaridticas tales como Saccharomyces cerevisiae, se usan generalmente para la clonacion de vectores y la expresion
de ADNCc.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2613394 T3

Las variantes hipoalergénicas de conformidad con la invencion pueden producirse ademas como proteinas de fusion.

En vista de su reactividad reducida con IgE, las variantes de Mal d 1 de conformidad con la presente invencion podrian
emplearse convenientemente para preparar composiciones farmacéuticas (por ejemplo tabletas) para uso en la
inmunoterapia de pacientes alérgicos al polen de manzana y/o Betula verrucosa .

Por lo tanto, un aspecto adicional de la invencioén se refiere a una composicion farmacéutica que contiene una cantidad
efectiva de la variante hipoalergénica de Mal d 1, opcionalmente en combinacién con otros alérgenos de Betula
verrucosa, junto con portadores, excipientes o adyuvantes farmacéuticamente aceptables. En una modalidad preferida,
dicha composicién farmacéutica esta en forma de una vacuna adecuada para el tratamiento preventivo o terapéutico de
enfermedades alérgicas, tales como asma bronquial y rinitis, conjuntivitis y sindrome de alergia oral. Las formas de
administracion sublingual, subcutanea y transdérmica son las mas preferidas.

Los principios y métodos de vacunacion son conocidos por el experto y se describen, por ejemplo, en (22).
Los ejemplos mas abajo ilustran la invencién en mayor detalle.
EJEMPLOS

A menos que se indique de cualquier otra forma, los métodos usados en los siguientes ejemplos se describen
en Sambrook, Fritsch ET Maniatis "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" || Ed. Vol. 1-2-3 CSH Lab Press 1989.

Ejemplo 1 - Mutagénesis de sitio especifico del ADNc que codifica para el alérgeno Mal d 1.

La mutagénesis de sitio especifico del ADNc que codifica para el alérgeno Mal d 1 (sec. con num. de ident.: 7, precedida
en 5' por una secuencia que codifica seis histidinas) se llevd a cabo mediante clonacion de ADNc en un vector
procariético (pBluescript, GenBank acc X52327) seguido por amplificacion por PCR. Los oligonucleétidos usados como
iniciadores en la reaccion de PCR (Tabla 1) llevaron las sustituciones de bases adecuadas. Para cada mutagénesis, se
uso un oligonucledtido complementario que se une a una region correspondiente de la cadena de ADN (21). Después
de la amplificacion, el molde original inalterado se degradd selectivamente con digestion enzimatica catalizada por la
enzima de restriccion Dpnl. Las células de Escherichia colise transformaron después con las moléculas
mutagenizadas. Los clones obtenidos de colonias bacterianas Unicas se secuenciaron de conformidad con Sanger para
determinar la modificacion de base correcta y la ausencia de mutaciones no especificas en el ADNc.

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos usados como iniciadores en la mutagénesis de sitio especifico. Las bases
mutadas estan en negrita.

Oligonucledtido Secuencia
Mald1D25 Gce ttt gtc ctt gt get gac aac ctc (sec. con num. de ident.: 12)
Mald1N78 Gtt gac gag gca gcc tac tca tac gcc (sec. con num. de ident.: 13)

Ejemplo 2 - Construccion de un plasmido que codifica para la molécula hibrida silvestre Bet v 1-Mal d 1 (wtHybrid)

La molécula hibrida que contiene la informacion genética del hibrido silvestre Bet v 1-Mal d 1 se obtuvo por la fusion de
ADNCc que codifican los alérgenos Unicos.

Los ADNc que codifican las proteinas maduras Bet v 1 y Mal d 1 se obtuvieron por separado mediante PCR usando
iniciadores de oligonucledtidos Bet v 1 DIM FW (ggt gtt tic aat tac gaa act g- sec. con num. de ident.: 14) y Bet v 1 DIM
Eco RV (Gc gaa ttc gtt gta ggc atc gga g- sec. con num. de ident.: 15) para Bet v 1 e iniciadores de oligonucledtidos
Mal d 1 DIM Eco FW (cgc gaa ttc ggt gtc tac aca ttt gag aac g - sec. con nim. de ident.:16) yMa d 1 DIM Bam
RV (Gcg gga tcc tta gtt gta tgc gtc ggg gtg - sec. con nim. de ident.: 17) para Mal d 1. Los clones de Bet v 1 de sec. con
num. de ident.: 8 y Mal d 1 de sec. con num. de ident.: 7 se usaron como moldes.

El producto de amplificacion obtenido a partir de Bet v 1 se reamplificéd sustituyendo el iniciador Bet v 1 DIM FW con Bet
v 1 DIM Kpn FW (gcg gat acc cat atg cat cac cat cac cat cac ggt gtt tic aat tac gaa act g - sec. con nim. de ident.: 18),
por lo que se inserté una secuencia que codifica para seis histidinas corriente arriba de la secuencia de Bet v 1. Se
insertaron un sitio Kpn | y un sitio Nde | (que contiene el ATG) en 5' del producto de amplificacion Bet v 1, y se inserto
un sitio Eco R | en su posicion 3' en lugar del codon de parada. Se insertd un sitio Eco R | en lugar del ATG en el 5' de
Mal d 1, y se insert6 un sitio Bam H | en su 3' después del coddn de parada. Se purificaron los productos amplificados,
se digirieron con enzimas de restriccion Kpn |y Eco RI (Bet v 1), o Eco Rl y Bam HI (Mal d 1) (los sitios de restriccion se
subrayan en los iniciadores) y posteriormente se insertaron en los sitios Kpn I/Bam HI del vector pEt 3c (Stratagene, La
Jolla, CA) para obtener un constructo capaz de expresar una proteina de fusion Bet v 1-Mal d 1 precedido por una
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secuencia de seis histidinas. La introduccion del sitio de restricciéon Eco R |, que es necesario para la clonacion de los
fragmentos, permitid la insercion de dos aminoacidos (acido glutamico y fenilalanina) en la unién de las dos proteinas
sin alterar el marco de lectura (Figura 8).

Los clones obtenidos a partir de las colonias bacterianas Unicas se secuenciaron por el método de Sanger para verificar
que el cambio de base fue correcto y la ausencia de mutaciones inespecificas en el ADNc.

Ejemplo 3 - Construccion de un plasmido que codifica para la molécula hibrida mutante Bet v 1-Mal d 1 (MutHybrid).

La molécula hibrida que codifica el hibrido mutante Bet v 1-Mal d 1 se obtuvo siguiendo el método descrito en el
Ejemplo 2 para la variante hibrida silvestre.

Los pares de oligonucleotidos usados en la reaccién de PCR fueron idénticos, mientras que los ADNc usados como
moldes codificaron para dos variantes hipoalergénicas cuyas secuencias se identifican en la presente descripcion como
sec. con num. de ident.: 20 (para mutante Bet v 1) y sec. con num. de ident.: 10 (mutante Mal d 1).

Los clones obtenidos a partir de las colonias bacterianas Unicas se secuenciaron por el método de Sanger para verificar
que el cambio de base fue correcto y la ausencia de mutaciones inespecificas en el ADNc.

Ejemplo 4 - Produccién de proteinas Mal d 1 y Bet v 1, mutantes respectivos, wtHybrid y MutHybrid

Los ADNCc de Bet v 1 silvestre (sec. con num. de ident.:8) y Mal d 1 (sec. con num. de ident.:7), ADNc mutagenizados
(sec. con num. de ident.:20 y sec. con num. de ident.:10), y los ADNc wt modificados y Mut Hybrid (sec. con nim. de
ident.: 9 e 19), precedidos por la secuencia que codifica para seis histidinas, se clonaron en un vector de expresion y se
expresaron en células de Escherichia coli de conformidad con los protocolos estandar (23). Las células se recogieron
mediante centrifugacion y se resuspendieron en tampon 100 mM de NaH;PO, , pH 8 y lisaron mediante sonicacion. Las
proteinas recombinantes se separaron mediante centrifugacion. El sedimento que contiene un agregado de proteina
insoluble se resuspendié en tampén desnaturalizante de 6 M de urea, 100 mM de NaH,PO4, 10 mM de Tris pH 8 y se
agitoé durante 60 min a 20°C. Las proteinas recombinantes solubilizadas se separaron de los restos insolubles mediante
centrifugacion y se purificaron del sobrenadante mediante cromatografia de afinidad usando columnas de agarosa a las
que se unié acido nitrilotriacético quelante de iones de niquel que interaccionan con la porcién de seis histidina
fusionada al alérgeno. Las proteinas purificadas se renaturalizaron mediante didlisis durante 18 horas a 4°C en una
solucion 5 mM de (NH4)HCOs .

Ejemplo 5 - Caracteristicas de los sueros de sujetos alérgicos

Se recolectaron sueros de sujetos con una historia clinica de alergia estacional al polen de Betula verrucosay
reactividad RAST 3+ especifica para los alérgenos Bet v 1 y Mal d 1 y se usaron en forma individual o mezclado. Se usé
una mezcla de sueros de sujetos no alérgicos como control negativo.

Ejemplo 6 - Analisis de ELISA de reactividad de variantes de Mal d 1 a las IgE de una mezcla de suero

Se adsorbieron alicuotas diluidas en serie tres veces en tampén 50 mM de carbonato/bicarbonato, pH 9,6 de alérgeno
wt (sec. con num. de ident.: 1) y variantes mutagenizadas (sec. con nim. de ident.:2, sec. con num. de ident.: 11) se
absorbieron en pocillos de placas de poliestireno para el ensayo ELISA mediante incubacion a 4°C durante 16 horas.
Los pocillos se lavaron con solucion de lavado ( tampén 60 mM de fosfato, pH 6,5, que contiene Tween-20 al 0,05%) y
se bloquearon con solucion de dilucion (suero de carnero al 25%, 1 mM de EDTA, Tween 20 al 0,05%, tiomersal al
0,01% en 150 mM de tampon fosfato, pH 7,4). Se afiadieron alicuotas de 60 ul en tampon de dilucion de una mezcla de
sueros humanos de sujetos RAST 3+ o0 no alérgicos a cada muestra y se incubaron a 25°C durante 2 horas. Después
de tres lavados, se afadié suero anti-lgE humana conjugada con peroxidasa (1:4000 en tampon de dilucién), seguido de
incubacién a 25°C durante 1,5 horas. Después de tres lavados, se desarrollé la reaccién colorimétrica afiadiendo 100 ul
de reactivo TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD) e incubé durante 15 minutos a 25°C. La reaccién se detuvo
afadiendo 100 pl de 1 N de HCl y se ley6 a 450 nm usando un espectrofotémetro lector de microplacas. Los resultados
se confirmaron por tres experimentos independientes. Se aplico el mismo protocolo con algunas modificaciones para
probar la reactividad de IgE de los hibridos modificados wt y Mut.

Se prepararon diluciones en serie de los alérgenos hibridos (sec. con nim. de ident.:3 y 4) en una relacion 1:2 en
tampon 50 mM de carbonato/bicarbonato, pH 9,6, a partir de 150 nM y se adsorbieron en pocillos de placas de
poliestireno. Una mezcla de sueros positivos a Bet v 1 y Mal d 1 o de sujetos no alérgicos como control negativo se
diluyeron 1:2,5 en solucion de dilucién, se afadieron (70 ul) a cada pocillo y se incubaron a 25°C durante 3 horas.

Ejemplo 7 - Ensayo de inhibicién ELISA - Variantes monoméricas de Mal d 1 inhiben la unién de Mal d 1 a las IgE en el
suero.

Se adsorbieron cantidades iguales (0,1 pg) de Mal d 1 silvestre en tampon 50 mM de carbonato/bicarbonato, pH 9,6, en
pocillos de placas de poliestireno para el ensayo ELISA incubando a 4°C durante 16 horas. Se lavaron después los
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pocillos con solucion de lavado (tampon 60 mM de fosfato, pH 6,5, que contiene Tween-20 al 0,05%), y los sitios libres
se bloquearon con solucién de dilucién (suero carnero al 15%, 1 mM de EDTA, Tween-20 al 0,05%, en tampdn 150 mM
de fosfato, pH 7,4). Alicuotas (100 pl) de una dilucién 1:3 de suero humano mezclado positivo a Bet v1 y Mal d 1 se
preincubaron con diluciones en serie de cuatro veces de alérgenos wt o mutagenizados a partir de 5 pg/ml a 25°C
durante 2 horas. Después se afiadieron las mezclas a cada pocillo, y se incubaron a 4°C durante 16 horas. Después de
tres lavados con tampén 0,06 M de fosfato, pH 6,5, Tween-20 al 0,05%, se afiadid suero con anti-lgE humana
conjugada con peroxidasa diluida 1:4000 en tampén de dilucion y se incub6 a 25°C durante 1,5 horas. Después de tres
lavados, se obtuvo el desarrollo de la reaccién colorimétrica afiadiendo 100 ul de reactivo TMB (BioFX Laboratories,
Owings Mills, MD) y se incubd durante 15 minutos a 25°C. La reaccion se detuvo afiadiendo 100 yl de 1 N de HCl y se
evaluo leyendo a 450 nm con un espectrofotometro. El porcentaje de inhibicion se calculé usando la siguiente formula:
100 x [(A-B)/A], donde A es la absorbancia a 450 nm en ausencia de inhibidor, y B es la absorbancia en presencia de
inhibidor. Los datos son representativos de tres experimentos independientes.

Ejemplo 8 - Ensayo de inhibicion ELISA - Variantes monoméricas de Mal d 1 inhiben la unién de Bet v 1 a las IgE en el
suero.

Se adsorbieron cantidades iguales (0,1 ug) de Bet v 1 silvestre en tampdén 50 mM de carbonato/bicarbonato, pH 9,6, en
pocillos de placas de poliestireno para el ensayo ELISA incubando a 4°C durante 16 horas. Los pocillos se lavaron con
solucion de lavado (tampén 60 mM de fosfato, pH 6,5, que contiene Tween-20 al 0,05%) y se bloquearon los sitios libres
con solucién de dilucion (suero de carnero al 15%, 1 mM de EDTA, Tween 20 al 0,05%, en 150 mM de tampon fosfato,
pH 7,4). Se preincubaron alicuotas (100 pl) de una dilucién 1:3 de sueros humanos mezclados positivos a Bet v 1 y Mal
d 1 con diluciones en serie de cuatro veces de wt Bet v 1, con Mal d 1 o variantes mutagenizadas a partir de 10 yg/ml a
25°C durante 2 horas. Después se afadieron las mezclas a cada pocillo, y se incubaron a 4°C durante 16 horas.
Después de tres lavados con tampén 0,06 M de fosfato, pH 6,5, Tween-20 al 0,05%, se afiadié suero con anti-IgE
humana conjugada con peroxidasa diluida 1:4000 en tampdn de dilucién y se incubd a 25°C durante 1,5 horas. Después
de tres lavados, se obtuvo el desarrollo de la reaccion colorimétrica afiadiendo 100 ul de reactivo TMB (BioFX
Laboratories, Owings Mills, MD) y se incub6 durante 15 minutos a 25°C. La reaccién se detuvo afiadiendo 100 yl de 1 N
de HCI y se evalud leyendo a 450 nm con un espectrofotémetro. El porcentaje de inhibicion se calculd usando la
siguiente férmula: 100 x [(A-B)/A], donde A es la absorbancia a 450 nm en ausencia de inhibidor, y B es la absorbancia
en presencia de inhibidor. Los valores se confirmaron por tres experimentos independientes.

Ejemplo 9 - Ensayo de inhibicién ELISA - sec. con num. de ident.: 3 y sec. con num. de ident.: 4 inhiben la unién de Bet
v 10 Mald 1 alas IgE en el suero

Se adsorbieron cantidades iguales (0,1 ug) de Bet v 1 o Mal d 1 silvestre en tampén 50 mM de carbonato/bicarbonato,
pH 9,6, en pocillos de placas de poliestireno para el ensayo ELISA incubando a 4°C durante 16 horas. Se lavaron
después los pocillos con solucién de lavado (tampoén 60 mM de fosfato, pH 6,5, que contiene Tween-20 al 0,05%), y los
sitios libres se bloquearon con solucién de dilucion (suero carnero al 15%, 1 mM de EDTA, Tween-20 al 0,05%, en
tampon 150 mM de fosfato, pH 7,4). Alicuotas (70 pl) de una diluciéon 1:3 de una mezcla de sueros humanos positivos a
Bet v 1 y Mal d 1 se preincubaron con cantidades iguales (1,25 pg/ml) de variantes alergénicas silvestre, mutagenizadas
o modificadas (hibridos) a 25°C durante 2 horas. Después se afiadieron las mezclas a cada pocillo, y se incubaron a
4°C durante 16 horas. Después de tres lavados con tampoén 0,06 M de fosfato, pH 6,5, Tween-20 al 0,05%, se afiadi6
suero con anti-IgE humana conjugada con peroxidasa diluida 1:4000 en tampodn de dilucion y se incubd a 25°C durante
1,5 horas. Después de tres lavados, se obtuvo el desarrollo de la reaccion colorimétrica afiadiendo 100 pl de reactivo
TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD) y se incubd durante 15 minutos a 25°C. La reaccion se detuvo afiadiendo
100 pl de 1 N de HCI y se evalué leyendo a 450 nm con un espectrofotometro. El porcentaje de inhibicién se calculd
usando la siguiente féormula: 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.

Tabla 2. Las moléculas hibridas silvestres y mutagenizadas inhiben la uniéon de Bet v 1-IgE
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Suero Mezcla Mezcla Sec, con num, de Sec, con num, de
wt Mut ident,: 3 ident,: 4

1 97,1 88,4 93,6 90,2

2 96,6 72,8 85,1 36,4

3 90,9 52,3 76,2 35,9

4 81,2 56,5 61,7 35,9

5 91,6 41,0 50,8 7,8

6 65,2 41,8 56,6 0

7 36,8 20,6 15,9 18,2
% de inhibicién medio

79,9 53,3 63,3 32,1

Desviacién Estandar 22,02 22,2 25,77 29,53

Tabla. 3. Las moléculas hibridas silvestres y mutagenizadas inhiben la unién de Mal d 1-IgE

Suero Mezcla Mezcla |Sec, con nim de ident,: | Sec, con num de ident,:
wt Mut 3 4
1 95,5 76,7 92,0 91,0
2 93,9 42,4 84,5 41,9
3 80,5 49,0 75,1 66,3
4 77,3 46,0 71,3 64,3
5 88,3 27,6 68,0 50,8
6 73,7 53,9 70,5 70,8
7 70,3 65,6 60,6 60,4
% de inhibicién medio
82,8 51,6 74,6 63,6
Desviacion Estandar
9,9 16,0 10,6 15,6

Ejemplo 10 - Immunizacion de ratones Balb/c

Se inmunizaron subcutaneamente diez grupos de ratones compuestos por cinco animales hembras de cepas Balb/c
(Charles River) con 150 pmol de alérgeno wt, mutagenizado o modificado (hibrido) o 10 ug de extracto de polen de
Betula verrucosa o Malus domestica mezclada con 2 mg de Al(OHs) en 200 pl de solucién salina. Otros dos estimulos
se realizaron después de 21 y 42 dias. Como control, cinco ratones recibieron el mismo tratamiento con un antigeno no
relacionado (datos no mostrados). Dos, cuatro, cinco y siete semanas después de la primera inmunizacion, se realizé la
recogida de sangre a partir de la vena yugular de los ratones, y la respuesta de anticuerpos al respectivo inmunégeno
se verifico mediante ELISA. En ratones inmunizados con la sec. con num. de ident.: 2 y 4, ademas se analizé la
capacidad de reconocer la proteina silvestre o extractos de polen de Betula verrucosay Malus domestica. Se
mezclaron los sueros de ratones basados en el tipo inmunogénico y el tiempo transcurrido desde la primera
inmunizacion.

Ejemplo 11 - Analisis de la respuesta especifica de IgG en ratones inmunizados mediante ensayo ELISA

Cantidades iguales de extracto de polen de Betula verrucosa y Malus domestica (20 pg/ml) o wt Bet v 1 o Mal d 1 o sec.
con num. de ident.: 2 (2 pug/ml), en tampdén 50 mM de carbonato/bicarbonato, pH 9,6, se adsorbieron en pocillos de
placas de poliestireno para el ensayo ELISA incubando a 4°C durante 16 horas. Los pocillos se lavaron después con
solucion de lavado (tampén 60 mM de fosfato, pH 6,5, que contiene Tween-20 al 0,05%) y se bloquearon los sitios libres
con solucién de dilucion (suero de carnero al 15%, 1 mM de EDTA, Tween 20 al 0,05%, en 150 mM de tampon fosfato,
pH 7,4). Se anadieron alicuotas iguales (100 pl) de cada suero de raton o sueros mezclados a cada pocillo a una
dilucion 1:1000 en tampdn de dilucion, y se incubaron a 25°C durante 2 horas. Después de tres lavados se afiadio suero
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con anti-IgE humana conjugada con peroxidasa diluida 1:2000 en tampdn de dilucién y se incubd a 25°C durante 1,5
horas. Después de tres lavados, se obtuvo el desarrollo de la reaccién colorimétrica afiadiendo 100 pl de reactivo TMB
(BioFX Laboratories, Owings Mills, MD) e incubando durante 20 minutos a 25°C. La reaccién se detuvo afadiendo 100
pl de 1 N de HCl y se leyé a 450 nm con un espectrofotometro. Los datos muestran la reactividad media obtenida
mediante el analisis de los sueros de 5 ratones de cada grupo.

Ejemplo 12 - Ensayo de inhibicion ELISA. Las IgG contra la sec. con nim. de ident.: 2 y sec. con nim de ident.: 4
inhiben la unién entre el Bet v 1 o Mal d 1 silvestre y las IgE en los sueros de pacientes alérgicos positivos a Bet v 1y
Mal d 1

Se adsorbieron cantidades iguales de Bet v 1 (0,1 pg) o Mal d 1 (0,2 ug) en tampdn 50 mM de carbonato/bicarbonato,
pH 9,6, en pocillos de placas de poliestireno para el ensayo ELISA incubando a 4°C durante 16 horas. Los pocillos se
lavaron después con solucion de lavado (tampon 60 mM de fosfato, pH 6,5, que contiene Tween-20 al 0,05%) y se
bloquearon los sitios libres con solucion de dilucion (suero de carnero al 15%, 1 mM de EDTA, Tween 20 al 0,05%, en
150 mM de tampon fosfato, pH 7,4). Se incubaron a 4°C durante 16 horas alicuotas (100 pl) de mezclas diluidas 1:10 de
sueros de ratén recogidos después de siete semanas desde la primera inmunizacion. Después de tres lavados con
tampon 0,06 M de fosfato, pH 6,5, Tween-20 al 0,05%, siete sueros humanos diluidos 1:3 positivos a Bet v 1 y Mal d 1
se afiadieron a 25°C durante 3 horas. Después de tres lavados con tampoén 0,06 M de fosfato, pH 6,5, Tween-20 al
0,05%, se afiadié suero con anti-IgE humana conjugada con peroxidasa diluida 1:4000 en tampon de dilucion y se
incubé a 25°C durante 1,5 horas. Después de tres lavados, se obtuvo el desarrollo de la reaccion colorimétrica
afadiendo 100 pl de reactivo TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD) e incubando durante 20 minutos a 25°C. La
reaccion se detuvo afiadiendo 100 yl de 1 N de HCI y se leyé a 450 nm con un espectrofotometro. El porcentaje de
inhibicién se calculd usando la siguiente férmula: 100 x [(A-B)/A], donde A es la absorbancia a 450 nm en ausencia de
suero humano inhibidor, y B es la absorbancia en presencia de suero humano inhibidor.

Ejemplo 13 - Analisis estadistico
En las figuras, los resultados se expresan como valores medios mas las desviaciones estandar correspondientes.

El software UNISTAT 5.5 Light de Excel se us6 para los andlisis estadisticos. Los datos se analizaron mediante prueba
t pareada.
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Lista de Secuencias

<110> LOFARMA S.P.A.

<120> Variantes hipoalergénicas de mal d 1, el alérgeno principal de malus domestica
<130> 1437PCT

<160> 20

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 158

<212> PRT

<213> Malus domestica

<400> 1
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<210> 2

Gly Val Tyr

Arg Leu Phe

Ile Ala Pro
35

Gly Pro Gly
50

Gly Tyr Val

Tyr Ala Tyr

Lys Val Ser

Ile Lys Ser
115

Glu Glu His
130

Leu Ile Glu
145

<211> 158
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>

Thr Phe

Lys Ala

20

Gln Ala

Thr Ile

Lys His

Thr Leu
85

Tyr Glu

100

Ile Ser

Val Lys

Ser Tyr

<223> malus domestica — mutante

<400> 2

Glu

Phe

Ile

Lys

Lys

70

Ile

Thr

His

Ala

Leu
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Asn

val

Lys

Lys

55

Ile

Glu

Lys

Tyr

Gly

Glu

Leu

Gln

40

Ile

Asp

Gly

Leu

His

Phe

Asp

25

Ala

Thr

Ser

Asp

Thr

10

Ala

Glu

Phe

Val

Ala
90

105

120

135

150

Lys

Gly

14

Ser

Asp

Ile

Gly

Asp

75

Leu

Glu

Asn

Leu

Glu

Glu

Thr

Ile

Leu

Glu

45

Gly

Ala

Asp

Pro

Ile

30

Gly

Ser

Asn

Thr

Val Ala Ser Gly Ser Gly

Pro

15

Pro

Asp

Gln

Tyr

Ile
95

110

Thr Lys Gly Asp Val Glu

125

140

155

Glu Lys Ala His Gly Leu

His Pro Asp Ala Tyr Asn

Ser

Lys

Gly

Tyr

Ser

80

Glu

Ser Ile

Ile Lys

Phe Lys
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Gly Val Tyr Thr Phe Glu Asn Glu Phe Thr Ser Glu Ile Pro Pro Ser

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Val Leu Ala Ala Asp Asn Leu Ile Pro Lys
20 25 30

Ile Ala Pro Gln Ala Ile Lys Gln Ala Glu Ile Leu Glu Gly Asp Gly
35 40 45

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Thr Phe Gly Glu Gly Ser Gln Tyr
50 55 60

Gly Tyr Val Lys His Lys Ile Asp Ser Val Asp Glu Ala Ala Tyr Ser
65 70 75 80

Tyr Ala Tyr Thr Leu Ile Glu Gly Asp Ala Leu Thr Asp Thr Ile Glu
85 90 95

Lys Val Ser Tyr Glu Thr Lys Leu Val Ala Ser Gly Ser Gly Ser Ile
100 105 110

Ile Lys Ser Ile Ser His Tyr His Thr Lys Gly Asp Val Glu Ile Lys
115 120 125

Glu Glu His Val Lys Ala Gly Lys Glu Lys Ala His Gly Leu Phe Lys
130 135 140

Leu Ile Glu Ser Tyr Leu Lys Gly His Pro Asp Ala Tyr Asn
145 150 155

<210> 3

<211> 319

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Hibrido wt Betula verrucosa - malus domestica

<400> 3

Gly Val Phe Asn Tyr Glu Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro Ala Ala
1 5 10 15

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Asn Leu Phe Pro Lys
20 25 30

Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Glu Asn Ile Glu Gly Asn Gly
35 40 45
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Gly

Lys

65

Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg

145

Phe

Ser

Lys

Gly

Tyr

225

Ser

Glu

Ile

Lys

Pro

50

Tyr

Asn

Ile

Leu

Ala

130

Ala

Gly

Arg

Ile

Gly

210

Gly

Tyr

Lys

Ile

Glu
290

Gly

val

Tyr

Ser

Lys

115

Glu

Val Glu Ser Tyr Leu

Val

Leu

Ala

195

Pro

Tyr

Ala

val

Lys

275

Glu

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

Gln

Tyr

Phe

180

Pro

Gly

vVal

Tyr

Ser

260

Ser

His

Ile

Asp

val

85

Glu

Asn

Ile

Thr

165

Lys

Gln

Thr

Lys

Thr

245

Tyr

Ile

vVal

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

150

Phe

Ala

Ala

Ile

His

230

Leu

Glu

Ser

Lys
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Lys Ile
55

Val Asp

Glu Gly

Lys Ile

Lys Tyr

120

Ala Ser
135

Leu

Ser Phe Pro

G

G

Val Ala Thr

1

H

Lys Glu Met

Glu Asn

Phe Val

Ile Lys
200

Lys Lys

215

Lys Ile

Ile Glu

Thr Lys

His Tyr
280

Ala Gly

295

16

lu Val Asp

Glu

60

75

ly Pro Ile

90

05

is Thr Lys

Ala His

Glu Phe
170

Leu Asp
185

Gln Ala

Ile Thr

Asp Ser

Gly Asp
250

Leu Val
265

His Thr

Lys Glu

His

Gly

Pro

Gly

Gly

Gly

Thr

Asp

Asp

Asp

Phe

Asn

Thr

Gly

Pro Phe

Phe Lys

80

Leu Glu

95

110

125

140

Glu

Ser Asp Ala

155

Thr

Ala

Glu

Phe

vVal

235

Ala

Ala

Lys

Lys

Ser

Asp

Ile

Gly

220

Asp

Leu

Ser

Gly

Ala
300

Glu

Asn

Leu

205

Glu

Glu

Thr

Gly

Asp

285

His

His

Thr

Tyr

Ile

Leu

190

Glu

Gly

Ala

Asp

Ser

270

Val

Gly

Gly Ser

Glu Vval

Leu Leu

Asn Glu
160

Pro Pro
175

Ile Pro

Gly Asp

Ser Gln

Asn Tyr

240

Thr Ile
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Gly Ser

Glu Ile

Leu Phe
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Lys Leu Ile Glu Ser Tyr Leu Lys Gly His Pro Asp Ala Tyr Asn
315

305

<210> 4

<211> 319

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

310

<223> mutante hibrido betula verrucosa - malus domestica

<400> 4
Gly

Arg

Val

Gly

Lys

65

Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg

145

Phe

Ser

Lys

val

Leu

Ala

Pro

50

Tyr

Asn

Ile

Leu

Ala

130

Ala

Gly

Arg

Ile

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Ser

Ala
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Glu

Val
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Thr
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Pro

Ala

Thr

Glu

His

Phe

170

Ala

Ala

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

75

Ile

Thr

Ala

Met

Ser

155

Thr

Ala

Glu

Val

Asn

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ser

Asp

Ile

Ile

Leu

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asp

Asp

125

Glu

Ala

Glu

Asn

Leu
205

Pro

Phe

30

Gly

Phe

Asn

Thr

Gly

110

His

Thr

Tyr

Ile

Leu

190

Glu

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Leu

Gly

Glu

Leu

Asn

Pro

175

Ile

Gly

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Val

Leu

Glu

160

Pro

Pro

Asp
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<210> 5
<211> 159

Gly

Tyr

225

Ser

Glu

Ile

Lys

Lys
305

<212> PRT
<213> betula verrucosa

<400> 5

Gly

Arg

Val

Gly

Lys
65

Gly

210

Gly

Tyr

Lys

Ile

Glu

290

Leu

vVal

Leu

Ala

Pro

50

Tyr

Pro

Tyr Val

Ala

val

Lys

275

Glu

Ile

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Gly Thr Ile

Lys His

230

Tyr Thr Leu
245

Ser Tyr Glu

260

Ser Ile Ser

His Val Lys

Glu Ser Tyr

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

310

Tyr Glu

Ala Phe

Ala Ile

Ile Lys

Asp Arg

ES 2613394 T3

Lys

215

Lys

Ile

Thr

His

Ala
295

Leu

70

Lys

Ile

Glu

Lys

Tyr

280

Gly

Lys

Thr

Ile

Ser

Lys

Val

Leu

Ser
40

Ile

Asp

Gly

Leu

265

His

Lys

Gly

Glu

Ile

Asp

18

Thr

Ser

Asp

250

Val

Thr

Glu

His

Thr

Asp

25

Val

Ser

Glu

Phe

val

235

Ala

Ala

Lys

Lys

Pro
315

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Gly
220

Asp

Leu

Ser

Ala
300

Asp

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp
75

Glu Gly

Glu Ala

Thr Asp

Gly Ser

270

Asp Val
285

His Gly

Ala Tyr

Val Il

Asn Leu

Ile G1
45

Glu Gl
60

His Thr

Ser

Ala

Thr

255

Gly

Glu

Leu

Asn

Gln

Tyr

240

Ile

Ser

Ile

Phe

e Pro Ala

15

Phe Pro

30

u Gly Asn

y Phe Pro

Asn Phe

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys
80
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Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg
145

<210> 6
<211> 159
<212> PRT

Asn Tyr Ser Val

85

Ile Ser Asn Glu

100

Leu Lys Ile Asn

115

Ala Glu Gln Ile

130

Ala Val Glu Ser

<213> Desconocida

<220>

<223> betula verrucosa — mutante

<400> 6

Gly

1

Arg

Val

Gly

Lys

65

Tyr

Lys

Val

Leu

Ala

Pro

50

Tyr

Asn

Ile

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Ser

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn
100

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp

Vval

85

Glu

ES 2613394 T3

Glu

Lys

Lys

Ala
135

Leu

Glu

Phe

Ile

Ala

Arg

70

Ile

Ile

Gly

Ile

Tyr
120

Ser

Leu

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Gly

Val
105

His

Lys

Ala

Glu

Leu

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

19

Pro
90

Ala

Thr

Glu

His

Thr

Asp

25

Val

Ser

Glu

Gly

val
105

Ile

Thr Pro

Lys Gly

Met Gly

140

Ser Asp

155

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

90

Ala

Ser Val

Asp

Asn

Pro Glu

Asn

Ile

Asp

Asp

Asp
125

Glu

Ala

Ile

Leu

Glu

Thr

Gly
110

His

Thr

Tyr

Leu Glu

95

Gly Ser

Glu val

Leu Leu

Asn

Pro Ala

15

Phe Pro

30

45

60

Asp
75

Ile Gly

Thr Pro

His

Gly

Thr

Asp

Asp

Gly Asn

Phe Pro

Asn Phe

Thr Leu

95

Gly Gly

110

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser
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<210>7
<211>4

Ile Leu Ala Ile Asn

115

Lys Ala Glu Gln Ile

130

Arg Ala Val Glu Ser

145

77

<212> ADN
<213> Malus domestica

<400>7

<210> 8
<211>4

ggtgtctaca
gcctttgtec
gctgaaatcc
ggtagccagt
tacgcctaca
gagaccaagt
accaagggtg

ggtttgttca

80

<212> ADN

<213>b

<400> 8

etula verrucosa

ggtgttttca
gcctttatcec
gttgaaaaca
ggcttcccett
tacaattaca
gagataaaga
cataccaaag

gagacacttt

catttgagaa
ttgatgctga
ttgaaggaga
acggctacgt
ctttgattga
tggtggcatc
atgttgagat

agcttattga

attacgaaac
ttgatggcga
ttgaaggaaa
tcaagtacgt
gcgtgatcga
tagtggcaac
gagaccatga

tgagggccgt

ES 2613394 T3

Asn Lys Tyr His Thr
120

Lys Ala Ser Lys Glu

135

Tyr Leu Leu Ala His

150

cgagttcacc
caacctcatc
cggtggcect
gaagcacaag
aggagatgct
tggaagtggt
caaggaagag

gagctacctt

tgagaccacc
taatctcttt
tggagggcct
gaaggacaga
gggcggtece
ccctgatgga
ggtgaaggca

tgagagctac

tctgagattce
cccaagattg
ggaaccatca
atcgactcgg
ttgacagaca
tccatcatca
cacgtcaagg

aagggccacce

tctgttatce
ccaaaggttg
ggaaccatta
gttgatgagg
ataggcgaca
ggttccatct
gagcagatta

ctettggecac

20

Ala Gly Asp His Glu Val

125

Met Gly Glu Thr Leu Leu

140

Ser Asp Ala Tyr Asn

155

caccatcaag
caccccaggc
aaaagatcac
ttgacgaggc
ccattgagaa
agagtatcag
ctggcaaaga

ccgacgcata

cagcagctcg
caccccaagc
agaagatcag
tggaccacac
cattggagaa
tgaagatcaa

aggcaagtaa

actccgatge

attgttcaag
aatcaagcaa
ttttggtgaa
aaactactca
ggtctcttac
ccactaccac
gaaggctcat

caactaa

actgttcaag
cattagcagt
ctttcececgaa
aaacttcaaa
gatctccaac
caacaagtac
agaaatggga

ctacaactaa

60

120

180

240

300

360

420

477

60

120

180

240

300

360

420

480
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<210> 9
<211> 960
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

ES 2613394 T3

<223> hibrido betula verrucosa - malus domestica

<400>9

ggtgttttca
gcctttatcee
gttgaaaaca
ggcttceccett
tacaattaca
gagataaaga

cataccaaag

gagacacttt
ttcggtgtcet
aaggcctttg
caagctgaaa
gaaggtagcc
tcatacgecct
tacgagacca
cacaccaagg

catggtttgt

<210> 10

<211> 477

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

attacgaaac
ttgatggcga
ttgaaggaaa
tcaagtacgt
gcgtgatcga
tagtggcaac

gagaccatga

tgagggccgt
acacatttga
tcettgatge
tccttgaagg
agtacggcta
acactttgat
agttggtggc
gtgatgttga

tcaagcttat

<223> malus domestica — mutante

<400> 10

tgagaccacc
taatctcttt
tggagggcct
gaaggacaga
gggcggtcce
ccctgatgga

ggtgaaggca

tctgttatce
ccaaaggttg
ggaaccatta
gttgatgagg
ataggcgaca
ggttccatct

gagcagatta

cagcagctcg
caccccaagce
agaagatcag
tggaccacac
cattggagaa
tgaagatcaa

aggcaagtaa

actgttcaag
cattagcagt
ctttccecgaa
aaacttcaaa
gatctccaac
caacaagtac

agaaatggga

tgagagctac
gaacgagttc
tgacaacctc
agacggtggce
cgtgaagcac
tgaaggagat
atctggaagt
gatcaaggaa

tgagagctac

ctcttggecac
acctctgaga
atccccaaga
cctggaacca
aagatcgact
gctttgacag
ggttccatca
gagcacgtca

cttaagggcce

21

actccgatgce
ttccaccatc
ttgcacccca
tcaaaaagat
cggttgacga
acaccattga
tcaagagtat
aggctggcaa

accccgacge

ctacaacgaa
aagattgttc
ggcaatcaag
cacttttggt
ggcaaactac
gaaggtctct
cagccactac
agagaaggct

atacaactaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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ggtgtctaca
gcectttgtec
gctgaaatcc
ggtagccagt
tacgcctaca
gagaccaagt
accaagggtg

ggtttgttca

catttgagaa
ttgctgectga
ttgaaggaga
acggctacgt
ctttgattga
tggtggcatc
atgttgagat

agcttattga

<210> 11

<211> 158

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> malus domestica — mutante

<400>11

Gly Val Tyr Thr
1

Arg Leu Phe Lys

20

Ile Ala Pro
35

Gln

Gly Pro Gly Thr
50

Gly Tyr Val Lys
65

Tyr Ala Tyr Thr

Lys Val Ser Tyr
100

ES 2613394 T3

cgagttcacc
caacctcatc
cggtggcecect
gaagcacaag
aggagatgct
tggaagtggt
caaggaagag

gagctacctt

Phe Glu Asn

5

Ala Phe Val

Ala Ile Lys

Ile Lys

Lys

tctgagattce
cccaagattg
ggaaccatca
atcgactcgg
ttgacagaca
tccatcatca
cacgtcaagg

aagggccacce

Glu Phe

Leu Asp

25

Gln
40

Ala

Ile Thr

55

His Lys
70

Leu Ile
85

Glu Thr

Ile

Glu

Lys

Asp Ser

Gly

Asp

val
105

Leu

22

caccatcaag attgttcaag 60
caccccaggc aatcaagcaa 120
aaaagatcac ttttggtgaa 180
ttgacgaggce agcctactca 240
ccattgagaa ggtctcttac 300
agagtatcag ccactaccac 360
ctggcaaaga gaaggctcat 420
ccgacgcata caactaa 4717
Thr Ser Glu Ile Pro Pro Ser

10

15

Ala Asp Asn Leu Ile Pro Lys

30

Glu Ile Leu Glu Gly Asp Gly

Phe
60

val
75

Ala
90

Ala

45

110

Gly Glu Gly Ser Gln Tyr

Asp Glu Ala Ala Tyr Ser

80

Leu Thr Asp Thr Ile Glu
95

Ser Gly Ser Gly Ser Ile
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Ile Lys Ser Ile Ser His Tyr His Thr Lys Gly Asp Val Glu Ile Lys
115 120 125

Glu Glu His Val Lys Ala Gly Lys Glu Lys Ala His Gly Leu Phe Lys
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130

135

140

Leu Ile Glu Ser Tyr Leu Lys Gly His Pro Asp Ala Tyr Asn

145

<210> 12

<211> 27

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> oligonucledtido

<400>12

gcctttgtce ttgetgetga caaccte 27

<210> 13

<211> 27

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 13
gttgacgagg cagcctactc atacgcc 27

<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 14
ggtottttca attacgaaactg 22

<210> 15

<211> 24

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 15
gcgaattcgt tgtaggcatc ggag 24

<210> 16

<211> 31

<212> ADN

<213> Desconocido

150

23

155
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<220>
<223> oligonucledtido

<400> 16
cgcgaattcg gtgtctacac atttgagaac g

<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 17
gcgggatcct tagttgtatg cgtcggggatg

<210> 18

<211> 55

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 18

ES 2613394 T3

31

30

gcgggtaccc atatgcatca ccatcaccat cacggtgttt tcaattacga aactg

<210> 19

<211> 960

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> mutante hibrido betula verrucosa - malus domestica

<400>19

ggtgttttca
gcctttatcece
gttgaaaaca
ggcttceccett
tacaattaca
gagataaaga
cataccgcag
gagacacttt
ttcggtgtcet
aaggcctttg
caagctgaaa

gaaggtagcc

attacgaaac
ttgatggcga
ttgaaggaaa
tcaagtacgt
gcgtgatcga
tagtggcaac
gagaccatga
tgagggccgt
acacatttga
tcettgetge
tccttgaagg

agtacggcta

tgagaccacc
taatctcttt
tggagggect
gaaggacaga
gggcggtece
ccctgatgga
ggtgaaggca
tgagagctac
gaacgagttc
tgacaacctc
agacggtggce

cgtgaagcac

tctgttatcce
ccaaaggttg
ggaaccattg
gttgatgagg
ataggcgaca
ggttccatct
gagcagatta
ctecttggcac
acctctgaga
atccccaaga
cctggaacca

aagatcgact

24

55

cagcagctcg actgttcaag

caccccaagc cattagcagt

cgaagatcag ctttccecgaa

tggaccacac
cattggagaa
tggcgatcaa
aggcaagtaa
actccgatge
ttccaccatc
ttgcacccca
tcaaaaagat

cggttgacga

aaacttcaaa
gatctccaac
caacaagtac
agaaatggga
ctacaacgaa
aagattgttc
ggcaatcaag
cacttttggt

ggcagcctac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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20

25

tcatacgcect acactttgat tgaaggagat gctttgacag acaccattga gaaggtctct 780
tacgagacca agttggtggc atctggaagt ggttccatca tcaagagtat cagccactac 840
cacaccaagg gtgatgttga gatcaaggaa gagcacgtca aggctggcaa agagaaggct 900
catggtttgt tcaagcttat tgagagctac cttaagggcce accccgacge atacaactaa 960

<210> 20

<211> 480

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> mutante betula verrucosa

<400> 20
ggtgttttca attacgaaac tgagaccacc tctgttatce cagcagctcg actgttcaag 60
gcctttatece ttgatggcga taatctcettt ccaaaggttg caccccaage cattagcagt 120
gttgaaaaca ttgaaggaaa tggagggcct ggaaccattg cgaagatcag ctttcccgaa 180
ggcttccectt tcaagtacgt gaaggacaga gttgatgagg tggaccacac aaacttcaaa 240
tacaattaca gcgtgatcga gggcggtccc ataggcgaca cattggagaa gatctccaac 300
gagataaaga tagtggcaac ccctgatgga ggttccatct tggcgatcaa caacaagtac 360
cataccgcag gagaccatga ggtgaaggca gagcagatta aggcaagtaa agaaatggga 420
gagacacttt tgagggccgt tgagagctac ctcecttggcac actccgatge ctacaactaa 480
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ES 2613394 T3

Reivindicaciones

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Una variante de la secuencia del alérgeno principal de Malus domestica Mal d 1 wt de sec. con nim. de ident.:1 o
de una isoforma de esta idéntica a la sec. con num. de ident.:1 en al menos 95%, preferentemente al menos
97%, dicha variante caracterizada ademas porque:

a) muestra una reactividad de IgE reducida comparada con dicho alérgeno Mal d 1 de sec. con nim. de
ident.:1;
b) tiene una secuencia de aminoacidos que, cuando se alinea con la sec. con nim. de ident.: 1, presenta al

menos una, preferentemente dos sustituciones en los residuos Asp y/o Asn correspondientes a las
posiciones 25y 78 de sec. con num. de ident.: 1.

La variante de la secuencia de conformidad con la reivindicacién 1, en donde la reactividad de IgE de los sueros
de pacientes alérgicos a Malus domestica ylo Betula verrucosase reduce en al menos 10% en comparacion con
el alergeno Mal d 1 de sec. con nim. de ident.: 1.

La variante de la secuencia de conformidad con las reivindicaciones 1-2, en donde se sustituyen tanto dichos
residuos Asp como Asn.

La variante de la secuencia de conformidad con las reivindicaciones 1-3, en donde:

— el residuo Asp 25 se sustituye con un aminoacido neutro, polar o basico, que se selecciona preferentemente de
Ala, Thr, Gly, Pro, Leu, lle, Ser, Phe, Lys y Arg, con mayor preferencia de Ala, Thr, Ser, Gly, Lys y Arg;

— el residuo Asn 78 se sustituye con un aminoacido neutro, acido o basico, que se selecciona preferentemente de
Ala, Gly, Pro, Leu, lle, Phe, Lys, Arg, Asp y Glu, con mayor preferencia de Ala, Gly, Lys, Arg, Asp y Glu.

La variante de la secuencia de conformidad con las reivindicaciones 1-4, que consiste en la sec. con nim. de
ident.:2.

Una proteina hibrida que contiene una variante de la secuencia del alérgeno principal de Malus domestica como
se define en las reivindicaciones 1-5 y una variante hipoalergénica del alérgeno principal de Bet v 1 del polen
de Betula verrucosa, opcionalmente separada mediante un enlazador, en donde dicha variante hipoalergénica de
Bet v 1 se obtiene a partir de la proteina de sec. con nim. de ident.:5 o a partir de una isoforma de esta con al
menos 94%, preferentemente al menos 97% de identidad de secuencia con la sec. con num. de ident.:5,
mediante la sustitucion de uno o mas residuos Lys en las posiciones 54, 115 y/o 123 de la sec. con num. de
ident.:5, o en las posiciones correspondientes de dicha isoforma.

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

La proteina hibrida de conformidad con las reivindicaciones 6-7, en donde dicha variante hipoalergénica de Bet v
1 consiste en la sec. con num. de ident.:6.

La proteina hibrida de conformidad con las reivindicaciones 6-8, en donde dichas variantes hipoalergénicas de
Mal d 1y Bet v 1 se encuentran ya sea en los extremos amino o carboxilo.

La proteina hibrida de conformidad con la reivindicacion 9, en donde Bet v 1 y Mal d 1 se encuentran en el
extremo amino y carboxilo respectivamente.

La proteina hibrida de conformidad con las reivindicaciones 6-10, en donde dicho enlazador consiste en una
secuencia de aminoacidos que contiene de 1 a 8 aminoacidos.

La proteina hibrida de conformidad con la reivindicacién 11, que consiste en la sec. con nim. de ident.:4.

Una molécula de acido nucleico que codifica para una variante hipoalergénica Mal d 1 de conformidad con las
reivindicaciones 1-5, o para una proteina hibrida de conformidad con las reivindicaciones 6-12.

Una molécula de acido nucleico de conformidad con la reivindicacion 13, cuya secuencia se selecciona de las
sec. con nums. de ident.:10 y 19.

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

Una composicién farmacéutica que contiene una cantidad efectiva de una variante hipoalergénica de Mal d 1 de

conformidad con las reivindicaciones 1-5 o una proteina hibrida de conformidad con las reivindicaciones 6-12, y
portadores, excipientes o adyuvantes farmacéuticamente aceptables.

26



17.
18.

5
19.

10
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La composiciéon de conformidad con la reivindicaciéon 16, que esta en una forma adecuada para la administracion
sublingual, subcutanea o transdérmica.

La variante hipoalergénica Mal d 1 de conformidad con las reivindicaciones 1-5, o la proteina hibrida de
conformidad con las reivindicaciones 6-12 o la composicion farmacéutica de conformidad con las reivindicaciones
16-17, para su uso en la inmunoterapia de los sujetos alérgicos al polen de Malus domestica y/o Betula
verrucosa.

La variante hipoalergénica o proteina hibrida o composicion farmacéutica para uso en la inmunoterapia de

sujetos alérgicos al polen de Malus domestica y/o Betula verrucosa de conformidad con la reivindicacion 18, en
donde dichos sujetos sufren de asma bronquial, rinitis, conjuntivitis o sindrome de alergia oral.
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Figural
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Figura 3
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Figura 7

* p< 0,001

% de inhibicién

sec.con num. sec.con num.
de ident: 1 de ident: 2

Figura 8

sec.con num. L 150 162 e
de ]dent: 3 Mel-HHHHHH- B'a'l v1 -EF- Mald

1 159 162 310

sec.con num.
i 1 Belv1 EE. Mal d 1
de ident: 4 Mot HHHHHH A Ay Ag |EF A

31



Reactividad de IgE (450nm)
SEEEEEEE

ES 2613394 T3

Figura 9

—+— secoonnim.
ceidert:3

secconnum,
ceident4

1.5 2 2.5
Logaritmo de antigeno (pmol/ml)

32



% de inhibicién

% de inhibicion

ES 2613394 T3

Figura 10

120

8

-

i =

mezcla wt

ez Sec.connum. Sec.connum,
deident3 deident:4

*p<0,05 ** p< 0,005

oy ©

b——a

40

20

mezclawt mezclamut SCONMM  SECONNUM

deident3 deident4
*p<0,05 **p<0,01

33



Reactividad de I1gG (450nm)

ES 2613394 T3

Figurall
4500 |
4000 |
g 3500
grl 3000 1 ~#-mezcla wt
o 2500 | o mezcla mut
Qo ’ A
o 2000 | -8~ seconnm. &Ma
o 500 | ~03- secconnim. deident4
® ~O—Extracto de
g 1000 | polen de Bet v
T 500 4
8 |
x O ’ ~ 4
0 2 4 6
semanas
Figura 12
4500
4000
-®- mezclawt
3500
3000 ~O- mezcla mut
2500 - sec.onnim. deident: 3
2000 -3~ sec.connum. deident:4
1500 Extracto de
1000 polende Bet v
-0~ Extracto de
500
Mal d
0
0 2 4 6 8

semanas

34



A

Reactividad de 1gG (A450nm)

Reactividad de IgG (450nm)

ES 2613394 T3

Figural3

2500

SEC.connum,
deident2
sec.connum.
deident4

semanas

-+ secoonnimde
ident:2

—A- secoonnim
ceident4

o 1+ 2 3 4 5 6 7 8
semanas

35



% de inhibicion

ES 2613394 T3

Figura 14
* p< 0,05
120
100
80
680
40
20
0 ) ,
sec.con num. Sec.con num.
RIS UL Inecie i deident:3 deident: 4
Figura 15
* p< 0,005
80
f . 1
70
60
ng 50
ke,
0 40
e ey
£ 2
S
20
10
0

sec.con num. sec.con num.
Mezclawt mezcla mut i
deident:3 deident: 4

36



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

