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DESCRIPCION
Nuevos alérgenos de trigo
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere al campo de la alergia mediada por IgE, particularmente al asma ocupacional tal
como el asma de panadero. Mas especificamente, la invencion se refiere a la identificacion de un nuevo alérgeno de
trigo y su uso en terapia y diagnostico. La invencion también se refiere a métodos para el diagnéstico y el tratamiento
de la alergia mediada por IgE en mamiferos.

Antecedentes

Los alérgenos del trigo (Triticum aestivum) pueden causar tres alergias distintas mediadas por IgE, alergia
respiratoria por inhalacion de harina de trigo, alergia alimentaria por ingestion de productos de trigo y alergia al polen
de trigo que pertenece al grupo de alergias al polen de gramineas. La sensibilizacion alérgica a los componentes de
la harina de trigo es una de las causas mas frecuentes del asma ocupacional y aproximadamente 1-10% de los
trabajadores de la panaderia estan afectados, por lo que se denomina asma de panadero. Estos trabajadores de
panaderia desarrollan anticuerpos IgE contra alérgenos de harina de trigo y asma y/o rinitis inducidos por la harina.
La corroboracion del supuesto de que el asma de panadero es una verdadera enfermedad ocupacional proviene del
hallazgo de que la prevalencia de la sensibilizacion a los alérgenos asociados a la panaderia es aproximadamente
diez veces mayor en las personas expuestas a la harina en comparaciéon con las poblaciones de control sin
exposicion a la harina. Ademas, ha sido posible establecer valores umbral para la harina de trigo que se sabe que
causan asma bronquial en personas sensibilizadas. Una primera investigacion sistematica sobre la alergia a la
harina fue llevada a cabo ya en 1933 por Baggoe. Otros informes tempranos se centraron en la descripcion de los
casos de asma de panadero seguida de estudios mecanicos que demuestran la importancia de los mecanismos
mediados por IgE en el asma de panadero. Posteriormente, se hicieron varios intentos para caracterizar los
alérgenos de harina que provocan la enfermedad mediante métodos inmunoquimicos, tecnologia RAST,
inmunotransferencia y recientemente mediante técnicas de clonacién molecular.

El Triticum aestivum es un miembro importante de la familia de las gramineas. Hasta 40% de todos los individuos
alérgicos portan anticuerpos IgE en suero que reaccionan con alérgenos del polen de gramineas. Varios estudios
han informado sobre la reactividad cruzada entre la harina de trigo y el polen de gramineas debido a epitopos
comunes de IgE en la harina de trigo y las proteinas del polen de las gramineas. Se ha descrito la reactividad
cruzada entre los alérgenos del polen de gramineas y los alérgenos de semillas de trigo y hay evidencia de que los
pacientes que sufren asma de panadero y alergia alimentaria al trigo mediada por IgE pueden reconocer diferentes
alérgenos que se pueden utilizar para el diagndstico diferencial del asma de panadero, la alergia alimentaria a la
harina de trigo y la alergia al polen de gramineas. Sin embargo, la gran mayoria de los alérgenos solubles de harina
de trigo aun no se ha identificado. Hoy en dia, solamente se han identificado y se han caracterizado unos pocos
alérgenos de la harina de trigo e incluyen los miembros de la familia de inhibidores de la alfa amilasa, la acil-CoA-
oxidasa, la peroxidasa, la fructosa-bifosfato aldolasa y recientemente las tiorredoxinas.

Palacin et al: "Wheat lipid transfer protein is a major allergen associated with baker's asthma", Journal of allergy and
Clinical Immunology, Mosby, Inc, US, vol. 120, num. 5, 1 de noviembre de 2007 (01-11-2007), paginas 1132-1138,
XP022321003 describe la Proteina de Transferencia de Lipido (LTP), que también es conocida como "Tri a 14",
como alérgeno inhalante de trigo principal asociado con el asma de panadero causada por harina de trigo. Ninguno
de los 40 pacientes con asma de panadero tenia sintomas después de ingerir productos derivados de trigo, por lo
tanto este alérgeno no esta asociado con la alergia alimentaria.

Bittner et al: "ldentifications of wheat gliadins as an allergen family related to baker's asthma, Journal of allergy and
Clinical Immunology, Mosby, Inc, US, vol. 121, nim. 3, 26 de noviembre de 2007 (26-11-2007), paginas 744-749,
XP022506341 describe gliadinas de trigo como alérgenos relacionados con el asma der panadero, y sugiere el uso
de pruebas de IgE para la gliadina en el diagndstico de la misma.

La Solicitud de Patente de los Estados Unidos 2007/044171 describe polipéptidos recombinantes de Triticum
Aestivum. Los polinucleétidos recombinantes y los polipéptidos recombinantes de la presente invencidon encuentran
numerosos usos, por ejemplo en constructos de ADN recombinantes, en matrices fisicas de moléculas, para su uso
como marcadores de cultivo de plantas, y para su uso en sistemas informaticos de almacenamiento y analisis.

La Solicitud de Patente de los Estados Unidos 2007/277269 describe polinucleétidos aislados, polipéptidos
codificados de ese modo, y su uso para la elaboracién de organismos transgénicos, tales como plantas, bacterias,
levaduras, hongos y mamiferos, dependiendo de las caracteristicas deseadas. Los genes y polinucleétidos de la
presente invencion tienen interés debido a que cuando son expresados errébneamente (es decir, cuando son
expresados en exceso en una localizacion no natural o en una cantidad mayor) o cuando permiten el silenciamiento
de genes enddgenos, producen plantas con importantes caracteristicas modificadas como se comenta mas abajo.
Estos rasgos se pueden utilizar para explotar o maximizar los productos vegetales o para minimizar las
caracteristicas no deseables.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2634241 T3

De un modo similar al documento USP 2007/277269 comentado mas arriba, la Solicitud de Patente de los Estados
Unidos 2007/039067 describe polinucleétidos aislados, polipéptidos codificados de ese modo, y su uso para elaborar
organismos transgénicos. Los genes y polinucleétidos producen plantas con importantes caracteristicas modificadas
utiles para explotar o maximizar los productos vegetales.

La Solicitud de Patente de los Estados Unidos 2006/107345 describe polinucleétidos, tales como secuencias de
ADNc completas y/o secuencias de ADN gendmico que abarcan genes completos, fragmentos de genes, y/o
elementos reguladores de genes y/o regiones con otras funciones y/o regiones intergénicas de diferentes especies
de plantas, particularmente maiz, trigo, soja, arroz y Arabidopsis thaliana, y otras plantas y/o mutantes, variantes,
fragmentos o fusiones de dichos SDF y polipéptidos o proteinas derivados de los mismos.

El diagnéstico basado en el extracto de harina de trigo no discrimina entre los pacientes que sufren alergia
respiratoria o alergia alimentaria al trigo. Por lo tanto, el diagnéstico preciso todavia depende de la exposicion por
inhalacién especifica en caso de alergia respiratoria a la harina de trigo y de la exposicion alimentaria doble ciego
controlada con placebo (DBPCFC en sus siglas en inglés) en caso de sospecha de alergia alimentaria y la cuestion
esta abierta y radica en si es posible identificar alérgenos que pueden ser utilizados para el diagndstico selectivo y el
tratamiento de las diversas manifestaciones de la alergia inducidas por el trigo, tales como el asma de panadero, la
alergia alimentaria y la polinosis. Por lo tanto, existe la necesidad de identificar nuevos alérgenos de trigo y
establecer métodos y pruebas de diagndstico para identificar especificamente pacientes que sufren alergia mediada
por IgE, tales como alergias respiratorias, por ejemplo asma de panadero, con el fin de discriminarlos de los
pacientes que sufren alergia alimentaria y/o alergia al polen. Ademas, existe la necesidad de utilizar tales nuevos
alérgenos de trigo para su uso en el tratamiento de la alergia mediada por IgE. La presente invencion trata estas
necesidades proporcionando nuevos alérgenos de trigo y su uso en terapia y diagnostico. Ademas, la presente
invencién proporciona el uso de péptidos y proteinas conocidos en terapia y diagnoéstico. Algunos de estos péptidos
son conocidos de Gennaro S.D. et al., Biological Chemistry, abril 2005, 386:383-389; Numero de acceso UNIPROT
P82977; Numero de acceso UNIPROT Q6W8Q2; documento US 7.214.786 y documento US2006/0107345.

Compendio de lainvencién

Como se ha indicado anteriormente, los pocos alérgenos de harina de trigo que se han identificado y caracterizado
incluyen miembros de la familia de inhibidores de alfa-amilasa, acil-CoA-oxidasa, peroxidasa, fructosa-bifosfato
aldolasa y tiorredoxinas. Hasta el momento no se han identificado alérgenos que puedan utilizarse para el
diagndstico y el tratamiento selectivos de diversas manifestaciones de la alergia inducidas por el trigo, tales como el
asma de panadero, la alergia alimentaria y la polinosis. Esto llevd a los autores de la presente invencion a buscar
nuevos alérgenos de trigo aun no identificados.

La presente invencion satisface al menos parcialmente las necesidades de la técnica anterior proporcionando
nuevos alérgenos de trigo y métodos para el diagnostico y tratamiento de la alergia mediada por IgE en mamiferos.

En un primer aspecto, la invencion se refiere a polipéptidos que representan nuevos alérgenos de trigo aislados de
trigo o producidos de manera recombinante y fragmentos o variantes de los mismos que comparten epitopos para
anticuerpos. Los polipéptidos aislados comprenden una secuencia de aminoacidos del clon nim. 10.

En un segundo aspecto, la invencién se refiere a acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de la invencion,
teniendo los acidos nucleicos la secuencia de nucledtidos del clon num. 10.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un polipéptido que tiene identidad de clon nim. 38 para su uso en terapia o
diagnostico, preferiblemente terapia y diagnéstico de alergia mediada por IgE, tal como la alergia respiratoria a la
harina de trigo, p.ej., asma de panadero. Ademas, la invencion se refiere a un polipéptido aislado que comprende la
secuencia de aminoacidos del clon num. 37 para su uso en terapia o diagndstico, preferiblemente terapia y
diagnostico de alergia mediada por IgE, tal como la alergia respiratoria a la harina de trigo, p.ej. asma de panadero.

En otro aspecto mas, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un polipéptido que
tiene identidad con el clon nim. 10, ndm. 38, nim. 126 o num. 37 modificados para anular o atenuar su respuestas
de unién a IgE, a la vez que es capaz de provocar una respuesta de IgG, y opcionalmente excipientes, portadores,
tampones y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables. Dicha forma hipoalergénica de un polipéptido que tiene
identidad con el clon num. 10, nim. 38, num. 126 o num. 37 puede ser modificada por fragmentacion, truncamiento o
formacion de tdandems de la molécula, delecidon de segmentos internos, reordenamiento del dominio, sustitucién de
residuos de aminodcidos, interrupcion de puentes disulfuro.

También se describe una composicion alergénica "reforzada" con un polipéptido que tiene identidad con el clon nim.
10, nim. 38, nim. 112, num. 126 o num. 37. Semejante composicion alergénica puede ser un extracto alergénico o
una mezcla de componentes alergénicos purificados o recombinantes que tienen un contenido nulo o bajo del
polipéptido de la invencién, en donde el polipéptido se afiade para la union a IgE de pacientes cuya IgE no se uniria
0 se uniria escasamente a los otros componentes alergénicos de la composicién. También se describe un método
para producir tal composicion, cuyo método comprende la etapa de afiadir un polipéptido que tiene identidad con el
clon nim. 10, nim. 38, nim. 112, ndm. 126 o num. 37 a una composicion alergénica, tal como un extracto
alergénico (opcionalmente reforzado con otros componentes) o una mezcla de componentes alergénicos nativos
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purificados o recombinantes.
Asimismo se describe una composicion alergénica obtenible por el método anterior.

La invencion se refiere adicionalmente a un método para el diagndstico in vitro de la alergia mediada por IgE que
comprende las etapas de llevar una muestra de fluido corporal, tal como una muestra de sangre, plasma o suero, de
un mamifero que se sospecha que tiene alergia mediada por IgE, tal como alergia respiratoria a la harina de trigo,
p.ej. asma del panadero, en contacto con el polipéptido que tiene identidad con el clon nim. 10, nim. 38, num. 126 o
nuam. 37, y detectar la presencia en la muestra de anticuerpos IgE que se unen especificamente a los polipéptidos de
la invencion. La presencia de tales anticuerpos que se unen especificamente al polipéptido que tiene la identidad con
el clon nim. 10, nim. 38, num. 126 o num. 37 es indicativa de alergia mediada por IgE. Una realizacion de tal
método comprende llevar a cabo el método mediante analisis de micro-matrices.

En un aspecto adicional la invencién proporciona un kit de diagndstico para llevar a cabo el método de diagndstico in
vitro de la alergia mediada por IgE, tal como la alergia respiratoria a la harina de trigo, p.ej. asma de panadero,
comprendiendo dicho kit un polipéptido que tiene identidad con el clon nim. 10 y métodos para detectar la unién a
IgE de dicho polipéptido, tal como un soporte solido, p.ej. una membrana de nitrocelulosa o una micromatriz que
tiene un polipéptido con identidad con el clon nim. 10 unido a ellas.

También se describe un método para el tratamiento de una alergia mediada por IgE en un mamifero, tal como
alergia respiratoria, p.ej. asma de panadero. El método comprende administrar a un individuo susceptible de tal
tratamiento un polipéptido que tiene identidad con el clon nim. 10, nim. 38, nim. 112, nim. 126 0 nim. 37 o un
fragmento o una variante de los mismos que comparte epitopos para anticuerpos. El método comprende administrar
a un individuo susceptible de tal tratamiento una composicion farmacéutica como se ha descrito anteriormente.

Definiciones
Tabla A

Definicion de clones

Clon Secuencia de acido nucleico Secuencia de aminoéacidos
Nam. 10 SEQ ID NO: 1 SEQID NO: 2
Num. 37 SEQID NO: 3 SEQID NO: 4
Num. 38 SEQID NO: 5 SEQID NO: 6
Nam. 112 SEQID NO: 7 SEQID NO: 8
NUm.126 SEQ ID NO: 9 SEQ ID NO: 10

Las variantes y fragmentos de un polipéptido de la invencién se deben interpretar como proteinas o péptidos con una
longitud de al menos 10 aminoacidos, mas preferiblemente al menos 25, incluso mas preferiblemente al menos 50 6
75 residuos de aminoacidos y una identidad de secuencia con dicho polipéptido de al menos 50%, preferiblemente
mas de 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%. Se debe considerar que un polipéptido ha sido
modificado quimicamente o genéticamente para cambiar sus propiedades inmunolégicas, p.ej. como se ilustra en
relacion con la inmunoterapia.

Las variantes y fragmentos de un polipéptido que comparte epitopos para anticuerpos con dicho polipéptido deben
interpretarse como aquellos fragmentos y variantes cuya union a anticuerpos IgE de una muestra de suero de un
paciente representativo sensibilizado con el polipéptido de la invencién puede ser inhibida significativamente por el
polipéptido. Semejante analisis de inhibicidon se puede realizar, por ejemplo, de acuerdo con el protocolo descrito en
el Ejemplo 4.

Un polipéptido modificado hipoalergénico o variante o fragmento de un polipéptido debe ser interpretado como un
polipéptido modificado o una variante o fragmento de un polipéptido que no es capaz de unirse a anticuerpos IgE
reactivos con dicho polipéptido a partir de una muestra de suero de un paciente sensibilizado con polipéptido
representativo, como se determina, p.ej. mediante el protocolo de acuerdo con el Ejemplo 1 0 que no muestra
actividad biolégica alergénica o muestra una actividad bioldgica alergénica significativamente reducida, como se
determina mediante un analisis de activacion celular tal como el analisis de liberacion de histamina basdfila.

Breve descripcién de las tablas y figuras

La Tabla | muestra las caracteristicas demograficas, clinicas y serologicas de pacientes que padecen asma de
panadero.
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La Tabla Il muestra las caracteristicas demograficas, clinicas y serolégicas de pacientes que padecen alergia
alimentaria al trigo (F1-F4) y alergia al polen de gramineas (G1-G4).

La Tabla Ill muestra el porcentaje de identidades de secuencias de aminoacidos entre el alérgeno derivado del clon
10 y las proteinas homdlogas, en donde las proteinas numeradas de 1 a 30 son las siguientes: 1. gi | 122065237
(Triticum aestivum), 2. gi | 66356278 (Triticum aestivum), 3. gi | 124122 (Hordeum vulgare subsp. vulgare), 4. gi |
48093360 (Zea diploperennis), 5. gi | 48093418 (Tripsacum dactyloides), 6. gi | 75994161 (Zea mays subsp.
parviglumis), 7. gi | 58396945 (Oryza sativa [grupo cultivar japonica]), 8. gi | 115649132 (Strongylocentrotus
purpuratus), 9. gi | 37904392 (Brachypodium distachyon), 10. gi | 26224744 (Citrus x paradise), 11. gi | 224447 (Vicia
faba), 12. gi | 124395862 (Paramecium tetraurelia), 13. gi | 50262213 (Cucurbita maxima), 14. gi | 547743 (Nicotiana
sylvestris), 15. gi | 54610713 (Lumbricus terrestris), 16. gi | 169491 (Solanum tuberosum), 17. gi | 218290 (Nicotiana
glauca x Nicotiana langsdorffii), 18 gi | 124121 (Vigna angularis), 19. gi | 603890 (Sambucus nigra), 20. gi | 14718445
(lpomoea batatas), 21. gi | 114950 (Momordica charantia), 22. gi | 109138554 (Fagopyrum esculentum), 23. gi |
18404883 (Arabidopsis thaliana), 24. gi | 27734408 (Canavalia lineate), 25. gi | 37901103 (Hevea brasiliensis), 26. gi
| 92874842 (Medicago truncatula), 27. gi | 13959383 (Linum usitatissimum), 28. gi | 22759723 (Zinnia elegans), 29. gi
| 37359345 (Vitis vinifera) y 30. gi | 6453287 (Amaranthus hypochondriacus).

La Tabla IV muestra datos clinicos para los pacientes con asma de panadero del Ejemplo 2.
La Tabla V muestra los datos clinicos de los pacientes alérgicos a alimentos y polen de gramineas del Ejemplo 2.

La Tabla VI muestra cebadores de PCR utilizados para la amplificacion de ADNc para los clones num. 10, num. 38,
ndam. 112, nim. 123 nim. 126 y ndm. 37.

Tabla VII. Caracteristicas demograficas, clinicas y seroldgicas de pacientes que padecen asma de panadero

Tabla VIII. Caracteristicas demograficas, clinicas y serolégicas de pacientes que padecen alergia al polen de
gramineas

Tabla IX. Caracteristicas demogréficas, clinicas y seroldgicas de pacientes que padecen alergia alimentaria al trigo

La Figura 1 ilustra la secuencia de nucleétidos y de aminoacidos deducida del alérgeno derivado del clon 10 (SEQ ID
NO: 1). La region codificante y no codificante se encuentran en letras mayusculas y minusculas, respectivamente,
los codones de inicio (ATG) y de parada estan subrayados. Los aminoacidos de la firma de la familia | del inhibidor
de patata se imprimen con fondo de color gris. Los nimeros a la izquierda son para los nucleétidos y los nimeros a
la derecha para los aminoacidos. La secuencia se ha enviado a GenBank con el nimero de acceso (EU051824).

La Figura 2 ilustra la caracterizacion del alérgeno de tipo inhibidor de serina proteinasa purificado. A, SDS-PAGE
tefiida con azul brillante de Coomassie que contiene alérgeno derivado del clon 10 purificado. En el lado izquierdo se
muestra un marcador de peso molecular (kDa). B, Espectrometria de masas (MS) del alérgeno derivado del clon 10
purificado. La razén masa/carga se muestra en el eje x y la intensidad se muestra en el eje y como un porcentaje de
la sefial mas intensa obtenida en el intervalo de masa investigado. C, Analisis del dicroismo circular (CD) ultravioleta
lejano del alérgeno derivado del clon 10 purificado. Los espectros se expresan como las elipticidades medias de los
residuos (0) (eje y), registradas a 25°C (linea en negrita), 95°C (linea regular) y a 25°C después del enfriamiento
(linea punteada) a longitudes de onda dadas (eje x).

La Figura 3 ilustra la reactividad de IgE de pacientes que padecen asma de panadero, alergia al polen de gramineas
y alergia alimentaria. Se puntuaron en tiras de membrana de nitrocelulosa el alérgeno derivado de clon 10 purificado,
HSA, rPhl p 1, rPhl p 5, rPhl p 7, rPhl p 12, extracto de polen de trigo y extracto de semilla de trigo y se incubaron
con sueros de 22 pacientes de asma de panadero (1-22), cuatro sueros alérgicos de polen de hierba (G1-G4), cuatro
sueros de pacientes con alergia al trigo (F1-F4), un individuo no alérgico (NC) y tampodn sin adicion de suero (B) .
Los anticuerpos IgE unidos se detectaron con anticuerpos anti-lgE humanos marcados con 129) y se visualizaron por
autorradiografia.

La Figura 4 es una representacion de diagramas de cajas de las reactividades de la subclase de IgG al alérgeno
derivado del clon 10. Las reactividades de la subclase IgG1.4 al alérgeno derivado del clon 10 se determinaron por
medio de ELISA para los pacientes que padecian asma de panadero (n = 22) y se muestran como diagramas de
cajas donde 50% de los valores estan dentro de las cajas y los valores no anémalos entre las barras. Las lineas
dentro de las cajas indican los valores de la mediana, los circulos son valores andmalos y los asteriscos valores
extremos.

La Figura 5 ilustra la actividad alergénica del alérgeno derivado del clon 10. Las células RBL se cargaron con IgE de
suero de tres pacientes con asma de panadero (num. 2, num. 4, nim. 12) o con suero de un paciente no alérgico
(NC) y a continuacién se expusieron al alérgeno derivado del clon 10 recombinante o alérgeno de polen de hierba
timotea rPhl p 1. Las liberaciones medias de [-hexosaminidasa se muestran en el eje y como porcentaje de la
liberacion total después de restar los porcentajes para la liberacién espontanea.

La Figura 6 muestra la expresion del alérgeno de tipo inhibidor de serina proteinasa en las semillas durante la
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maduracion de la semilla. Se sonded extracto de trigo transferido a nitrocelulosa de semillas de trigo inmaduras (dia
7,10, 15, 20, 25, 30, 35) y maduro (M) con anticuerpos de conejo especificos para el alérgeno derivado del clon 10,
y como control, con el suero pre-inmune correspondiente. Los pesos moleculares se indican en el lado izquierdo en
kiloDalton (kDa).

La Figura 7 muestra la identificacion del alérgeno derivado del clon 10 en polen de trigo y extractos de semillas. Los
extractos transferidos a nitrocelulosa se sondearon con anticuerpos de conejo especificos para el alérgeno derivado
del clon 10 (20), anticuerpos especificos para la profilina de trigo (I nium. 123), para un alérgeno de acaros (NC) o
con tampodn sin adicion de anticuerpos de conejo (B). Los sueros preinmunes correspondientes se denominan P
nuam. 10 y P nim. 123, respectivamente. Los anticuerpos IgG unidos se detectaron con anticuerpos anti-conejo de
burro marcados con % y se visualizaron por autorradiografia. Los marcadores de peso molecular (en kDa) se
indican a la izquierda.

La Figura 8 ilustra la deteccién del alérgeno de tipo inhibidor de serina proteinasa en extractos de semillas de trigo,
arroz, maiz, judia y patata. A, gel tefiido con azul de Coomassie que contiene extractos de trigo (W), arroz (R) y maiz
(M), judia comun (B) y patata (P). B, Los extractos transferidos a nitrocelulosa se expusieron a suero preinmune de
conejo y C, Anticuerpos de conejo especificos para el alérgeno derivado del clon 10. Las masas moleculares (kDa)
estan indicadas en el lado izquierdo.

La Figura 9 muestra la localizacion del alérgeno derivado del clon 10 mediante microscopia electronica de
transmisién con inmunomarcaje con oro (Immunogold) en una semilla de trigo. A y B, Seccion transversal de un
grano de trigo a un aumento bajo (A) y alto (B). A muestra el fruto y la cubierta de la semilla (C), la capa de aleurona
(AL) y el comienzo del endospermo amilaceo (SE). El rectangulo en A indica un area comparable al area mostrada
en B, es decir, frontera entre capa de aleurona y el endospermo amilaceo. Los rectangulos en B indican areas
mostradas con gran aumento en C, D y E, F, respectivamente. C y D, Detalle de una célula de aleurona de semilla
de trigo sondeada con anti-lg derivada de clon 10 de conejo (C) o Ig preinmune (D). E y F, Micrografia de gran
aumento del endospermo amilaceo después de la localizaciéon de la proteina de trigo 10 por inmunomarcaje con oro
de anti-lg derivada de clon 10 de conejo (E) o Ig preinmune (F). Los anticuerpos de conejo unidos se detectaron con
un antisuero anti-conejo de cabra conjugado con oro (particulas de oro = puntos negros). Las flechas apuntan a
particulas de oro coloidal. Las barras representan: A, 20 um; B, 5 um; C-F, 0,5 um. AG, grano de aleurona; AL, capa
de aleurona; C, fruto multicapa y cubierta de la semilla; CY, materiales citoplasmicos; L, cuerpo lipidico; M,
mitocondria; SE, endospermo amilaceo; SG, grano de almidén; W, pared celular.

Figura 10. Transferencia Puntual de IgE de pacientes que padecen asma de panadero.

Figura 11.Transferencia Puntual de IgE de pacientes que padecen alergia alimentaria al trigo y alergia al polen de
gramineas.

Figura 12. Micromatrices de alérgenos. A, Esquema de aplicacion de proteinas dispuestas en micromatrices y
extracto de polen de trigo. Las proteinas de trigo recombinantes se designan como: 10, 37, 38, 112, 123, 126; WP:
extracto de polen de trigo; alérgenos de polen de hierba timotea recombinante: Phl p 1, Phl p 5, Phl p 7 y Phl p 12.
Los numeros en la caja en la parte inferior indican marcadores de posicion. B y C, Imagenes de micromatrices
después de la incubacion con suero y deteccion de puntos reactivos con IgE con anticuerpos anti-IgE conjugados
con fluoréforo. B, Imagen después de la incubacién con suero de un individuo no alérgico. C, Imagenes después de
la incubacion con suero de un paciente representativo que padece asma de panadero (1: B4), alergia alimentaria
inducida por trigo (2: F26), alergia al polen de gramineas (3: G16). Los puntos en la parte inferior de los portaobjetos
indican marcadores de posicion que son anticuerpos IgE purificados detectados con anticuerpos anti-IgE conjugados
con fluordéforo.

Figura 13. Prevalencia de la reactividad de IgE con proteinas de semilla de trigo, extracto de polen de trigo y
alérgenos de polen de gramineas. Los porcentajes de pacientes con reactividad de IgE se muestran para asma de
panadero (A) (n=23), alergia alimentaria al trigo (B) (n=38) y alergia al polen de gramineas (C) (n = 17) en el eje y. El
eje x muestra las proteinas de trigo recombinantes sometidas a ensayo num. 10, num. 37, num. 38, nim. 112, nim.
123 y num. 126, extracto de polen de trigo, alérgenos de polen de gramineas recombinante Phl p 1, Phl p 5, Phlp 7
y Phl p 12, una "Mezcla de Trigo" que comprende todas las proteinas de trigo recombinantes, harina de trigo y CAP
de hierba timotea utilizados para medir la reactividad de IgE.

Descripcion detallada de la invencién

Los ejemplos siguientes ilustran la presente invencién con el aislamiento y uso del polipéptido de la invencion. Los
ejemplos son solo ilustrativos y no deben considerarse limitantes de la invencién, que esta definida por el alcance de
las reivindicaciones adjuntas. El clon nim. 123 mencionado en los Ejemplos es profilina, conocida, p.ej. del
documento US 7.214.786.

Ejemplo 1 El nuevo clon num. 10 de alérgeno de trigo

El Ejemplo 1 muestra la identificacion y caracterizacion de un nuevo alérgeno de semilla de trigo, el clon num. 10,
perteneciente a la familia de inhibidores de la patata, una familia de inhibidores de serina proteasa, que junto con
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otros inhibidores de proteasa son referidos como proteinas relacionadas con la patogénesis (PR), familia PR6. El
clon nim. 10 es el primer alérgeno identificado y descrito para la familia PR6. Ademas, el Ejemplo 1 muestra la
expresion y purificacion de un alérgeno derivado de clon 10 recombinante.

El clon ndm. 10 fue reconocido especificamente por la IgE sérica de pacientes con asma de panadero pero no
mostré reactividad con IgE cuando se sometié a ensayo con sueros de pacientes que padecian alergia al trigo,
enfermedad celiaca o alergia al polen de gramineas. Por lo tanto, el alérgeno derivado del clon 10 junto con otros
alérgenos de trigo se puede utilizar para establecer ensayos de diagndstico que permitan identificar especificamente
pacientes que padecen asma de panadero mediada por IgE y para discriminar a estos pacientes de pacientes
alérgicos con alergia a alimentos o a polen.

Técnicas
Materiales bioldgicos, sueros y anticuerpos de pacientes

Se obtuvieron semillas de trigo de Triticum aestivum cv. Michael de la Osterreichische Agentur fur Gesundheit und
Ernahrungssicherheit GmbH y se plantaron en un invernadero. Las semillas inmaduras se cosecharon 7, 10, 15, 20,
25, 30 y 35 dias después del inicio de la polinizacion directamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C
hasta su uso. El polen de trigo se obtuvo de Allergon (Valinge, Suecia). El arroz, el maiz, las judias y las patatas se
compraron en un mercado local. Se adquirieron Phl p 1, Phl p 5, Phl p 7 y Phl p 12 recombinantes de BIOMAY
(Viena, Austria) y albumina de suero humano (HSA) de Behring (Marburg, Alemania). Los sueros se obtuvieron de
22 pacientes con asma de panadero. El asma de panadero se diagnosticé sobre la base de un historial clinico
positivo, IgE especifica para harina de trigo y de centeno por el Sistema CAP-FEIA (Phadia, Uppsala, Suecia) y se
incluyeron ensayos especificos de exposicion por inhalacion para la confirmacion de una sensibilizacion clinicamente
relevante (1). Los datos demograficos, clinicos y serolégicos de estos pacientes se resumen en la Tabla I. Ademas,
se incluyeron en los experimentos suero de un individuo no alérgico, sueros de 4 pacientes que padecian alergia
alimentaria al trigo y 4 pacientes alérgicos al polen de gramineas sin asma de panadero, pero con reactividad de IgE
del suero con harina de trigo y centeno (Tabla Il). Los sueros de pacientes alérgicos al polen de gramineas se
analizaron para determinar los niveles de IgE sérica total y de IgE especifica de polen de hierba timotea por el
Sistema CAP-FEIA (Phadia) y los pacientes con alergia alimentaria al trigo se han caracterizado como se ha descrito
anteriormente (2). La especificidad del alérgeno derivado del clon 10 para el asma de panadero se confirmé
mediante un ensayo adicional de 20 sueros de pacientes con enfermedad celiaca, 119 pacientes con alergia
alimentaria, 23 sueros de pacientes alérgicos al polen de gramineas y 25 pacientes con asma de panadero mediante
analisis de chips (Constantin et al. no publicado).

Se originaron anticuerpos de conejo especificos contra el alérgeno derivado del clon 10 mediante inmunizacion de
un conejo a intervalos mensuales con alérgeno derivado del clon 10 purificado (200 ug por inyeccion) utilizando una
vez adyuvante completo de Freund y dos veces IFA (Charles River, Kisslegg, Alemania). Se obtuvo suero preinmune
del conejo antes de la inmunizacion. Para fines de control, se utilizaron un suero inmune de conejo especifico para
un alérgeno de acaros del polvo doméstico y antisuero de conejo especifico para profilina de trigo.

Construccion de una biblioteca de ADNc de Agt11 a partir de semillas de trigo

ElI ARN total se extrajo de acuerdo con Yeh (3) a partir de semillas de trigo, cosechadas veinticinco dias después del
inicio de la polinizacién, y almacenadas a -80°C. A continuacion, el sedimento de ARN se disolvié en tampén de
isotiocianato de guanidinio (isotiocianato de guanidinio 4 M, 0,83% v/v acetato de sodio 3M, pH 6, B-mercaptoetanol
11 mM) y se purificod por ultracentrifugacion con gradiente de densidad de cloruro de cesio (4). Se aislo el ARN Poli-
A" mediante cromatografia de afinidad en celulosa con oligo-dT (Nucleo Trap mRNA; Machery-Nagel) y se sintetiz6
ADNCc de doble cadena con un kit de sintesis de ADNc (cDNA synthesis System; Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania). Después de la metilacion con metilasa de EcoRIl (New England Biolabs, Beverly, MA), se anadieron
conectores EcoRI (New England Biolabs) al ADNc. EI ADNc conectado se digirié con EcoRI (Roche Diagnostics).
Los conectores digeridos se retiraron con una columna Nick (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) y el ADNc se ligd
en los brazos de Agt11 (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.). El producto de ligacion se empaqueto in vitro (Gigapack
1l Gold Cloning Kit, Stratagene) dando como resultado una biblioteca de ADNc de expresion en Agt11 con 2,43 x 10°
UFP.

Aislamiento y caracterizacion de clones reactivos con IgE de una biblioteca de ADNc de semilla de trigo

Se infectaron E. coli Y1090 con 7x10° UFP de fagos recombinantes y se sometieron a inmunoescrutinio con IgE de
suero de cuatro pacientes (nium. 1, nim. 2, num. 4, nim. 12) que padecian asma de panadero como se ha descrito
(5). Se seleccionaron quince clones de fago reactivos con IgE para volver a clonar adicionalmente y su ADN se
amplificd por PCR utilizando Platinum PCR Supermix (Invitrogen, Life Technolgies) con cebadores de Agt11 y se
secuencié (MWG, Ebersberg, Alemania). Las secuencias obtenidas se compararon con secuencias presentadas a la
base de datos GenBank en el Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia (NCBI). El alineamiento de
secuencias multiples se realizé utilizando la base de datos GenBank en el NCBI. Para las identidades de las
secuencias de aminodacidos se utilizé la herramienta de alineamiento multiple Clustal W. Se realizd una busqueda de
motivos con la herramienta PROSITE del servidor protedmico ExPASy, para la composicion de aminoacidos se
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utilizé la herramienta ProtParam de ExPASy. La prediccion de accesibilidad a los disolventes y de la estructura
secundaria se calculd utilizando el soporte lI6gico PROT del Centro de Bioinformatica de la Universidad de Columbia.
Se reconstruy6 un arbol filogenético basado en la secuencia de aminoacidos del alérgeno derivado del clon 10 y
proteinas homdlogas utilizando el soporte l6gico de "Alineamiento Muiltiple y Reconstruccién de Arbol Filogenético"
proporcionado por el Instituto Max Planck para Genética Molecular.

Expresion y purificacion del alérgeno recombinante derivado del clon 10

La regién codificante del ADNc del clon 10 se amplific6 mediante PCR utilizando el siguiente par de cebadores:
directo 5'-CATATGAGCCCTGTGGTGAAGAAGCCGGAGGGA-3' e inverso, 5'-
GAATTCTTAGTGATGGTGATGGTGATGGCCGACCCTGGGGAC-3' (MWG). El producto de PCR contenia sitios de
restriccion Ndel (cursiva), EcoRI (subrayado) y una secuencia que codificaba una etiqueta de hexahistidina (en
negrita). El producto de PCR se subclond en un vector AccepTor (Novagen, Madison, WI) y se secuencié de nuevo
(MWG). A continuacion, el inserto se cort6 del vector AccepTor con Ndel y EcoRI (Roche Diagnostics), se purificé en
gel (Promega, Madison, WI, EE.UU.) y se subcloné en el plasmido de expresion pET 17b (Novagen). La secuencia
de ADN se confirmé mediante secuenciacion de ambas hebras de ADN (Microsynth, Balgach, CH). El constructo
pET 17b-clon 10 se transformé en E.coli BL21 (DE3) (Stratagene) y se hizo crecer en medio Caldo Luria (17) que
contenia 100 mg/l de ampicilina a 37°C hasta una DO (600 nm) de 0,8-1. La expresion de la proteina se indujo por la
adicion de isopropil p-D-tiogalactopirandsido (IPTG) a una concentracion final de 0,5 mM y crecimiento de las
bacterias durante 3 h adicionales. Las bacterias se cosecharon por centrifugacion y se homogeneizaron en imidazol
25 mM, pH 7,5, Triton X-100 al 0,1% (v/v) con Ultraturrax (IKA, Stauffen, Alemania). EI ADN se digirié por adicion de
ADNasa |, se agité durante 10 minutos adicionales a 20°C, se detuvo la reaccion con 200 pl de NaCl 5 M y después
se centrifugd a 4°C (6000 xg, 20 min). La mayoria del alérgeno derivado del clon 10 se encontré en la fraccién
insoluble del extracto bacteriano. El alérgeno derivado del clon 10 se purificé a partir del sedimento que contenia el
cuerpos de inclusiéon en condiciones de desnaturalizacion utilizando columnas de afinidad de resina Ni-NTA de
acuerdo con el manual QlAexpressionist (QIAGEN, Hilden, Alemania). Las fracciones que contenian el alérgeno
recombinante se reunieron y se sometieron a dialisis frente a NaH.PO4 10 mM a pH 7,5. La concentracion de
proteina se determind con un Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL).

ELISA

El alérgeno derivado del clon 10 se disolvié en PBS a una concentracion de 5 ug/ml y se aplicé como recubrimiento
sobre placas ELISA (Nunc Maxisorb, Roskilde, Dinamarca). Después de bloquear con BSA al 1% (p/v) en PBS,
Tween 20 al 0,05% (v/v) (PBST), las placas se incubaron con sueros diluidos a 1:50 en PBST, BSA al 0,5% (p/v)
para la medicién de 1gG1, 19G2, IgG3 e IgGs como se ha descrito (6). Los anticuerpos unidos se detectaron
incubando primero con anticuerpos monoclonales de subclase anti-lgG humana de ratén (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ) diluidos 1:1000 en PBST, BSA al 0,5% (p/v) y después con un antisuero anti-raton de oveja acoplado a
peroxidasa rabano picante (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) diluido 1:2000 en PBST, BSA al 0,5% (p/v)
como se describié anteriormente (2). Todas las determinaciones se realizaron como duplicados y los resultados se
expresaron como valores medios.

Extractos de proteinas, SDS-PAGE e inmunotransferencias

Se prepararon extractos de proteina-SDS de semillas maduras e inmaduras de trigo, arroz (Oryza sativa), maiz (Zea
mays), judia comun (Phaseolus vulgaris) y patata (Solanum tuberosum) por homogeneizacion de 3 gramos de tejido
en 32 ml de tampdn de muestra 6) y posterior ebullicion durante 10 minutos. Con el fin de eliminar las particulas
insolubles, los extractos se centrifugaron a 10.000 xg durante 10 min a 4°C y los sobrenadantes se almacenaron en
alicuotas a -20°C. Ademas, se prepard un extracto de proteina-PBS de semillas de trigo como se describid
anteriormente (2). Se extrajo polen de Triticum aestivum (500 mg) a 4°C durante la noche en 5 ml de PBS, EDTA 2
mM, PMSF 1 mM. Después de la centrifugacién durante 1h a 13.000 xg a 4°C, se determiné la concentracion de
proteina del sobrenadante con Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce) y se almacenaron alicuotas a -20°C hasta su
uso. Se separaron cantidades iguales de extractos de proteina-SDS por medio de geles de poliacrilamida-SDS
preparativos al 14% (7). Se utilizd como patron un marcador de peso molecular de proteina (Rainbow Marker, GE
Healthcare, Precision Plus Protein Standard, BioRad, Herkules, CA, Page Remed Pre-stained Protein Ladder,
Fermentas, Burlington, Ontario). Después de la separacion electroforética, las proteinas se tifieron con azul brillante
de Coomassie o se transfirieron sobre membranas de nitrocelulosa (Schleich & Schuell, Dassel, Alemania) (8). Las
membranas se bloquearon en tampén A (tampodn de fosfato sédico 50 mM, pH 7,4, BSA al 0,5% p/v, Tween 20 al
0,5% v/v, NaN3 al 0,05% p/v) dos veces durante 10 min y una vez durante 30 min y se incubaron durante la noche a
4°C con un antisuero de conejo especifico para el alérgeno derivado del clon 10, el suero preinmune
correspondiente, y para fines de control, con un antisuero de conejo especifico para un antigeno no relacionado o
tampon solo. Los sueros de conejo se diluyeron a 1:50.000 en tampoén A. Se detectaron los anticuerpos unidos con
anticuerpos anti-conejo de burro marcados con 28| diluidos en tampon A 1:2000 (GE Healthcare) durante 2h a
temperatura ambiente y se visualizaron en peliculas Kodak XOMAT con filtros intensificadores (Kodak, Heidelberg,
Alemania) a -70°C. Para los experimentos de transferencia puntual de IgE, se aplicaron 100 ng de alérgeno derivado
del clon 10 recombinante y alérgenos de polen de gramineas recombinantes, Phl p 1, Phl p 5, Phl p 7 y Phl p 12, asi
como 3 ug de extracto de polen de trigo y 2 ug de extracto en PBS de semilla de trigo madura sobre una membrana
de nitrocelulosa. Las tiras de nitrocelulosa se bloquearon con tampdn A y se expusieron a los sueros del paciente a
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una diluciéon 1:10 en tampodn A durante la noche a 4°C. Los anticuerpos IgE unidos se detectaron con anticuerpos
anti-IgE humana marcados con 1'% (RAST RIA, Demeditec Diagnostics, Alemania) diluidos 1:20 en tampdén A
durante la noche a la temperatura ambiente y se visualizaron mediante autorradiografia utilizando peliculas Kodak
XOMAT con filtros intensificadores (Kodak) a -70°C.

Analisis de MS y CD del Clon 10 recombinante

So obtuvieron los espectros de masas de desorcion laser en un modo lineal con un aparato TOF Compact MALDI I
(Kratos, Manchester, Reino Unido, piCHEM, Research and Development, Graz, Austria). Las muestras se disolvieron
en acetonitrilo al 10% (acido trifluoroacético al 0,1%) y se utilizd6 como matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico
(disuelto en acetonitrilo al 60%, acido trifluoroacético al 0,1%). Para la preparacion de la muestra se depositdé una
mezcla 1/1 de proteina y soluciéon de matriz sobre la diana y se secé al aire.

Las mediciones de CD se realizaron con un alérgeno derivado de clon 10 purificado (en H,O) a una concentracion
de proteina de 0,1 mg/ml en un espectropolarimetro Jasco J-810 (Tokio, Japdn) utilizando una cubeta rectangular de
cuarzo con una longitud de la trayectoria de 0,2 cm. Los espectros de CD del UV lejano se registraron de 190 nm a
260 nm con una resolucion de 0,5 nm a una velocidad de barrido de 50 nm/min y fueron el resultado del promedio de
tres barridos. Los resultados se expresan como la elipticidad media de residuos (8) a una longitud de onda dada. Los
barridos de temperatura se realizaron de acuerdo con un procedimiento de barrido por etapas, en el que la muestra
se calenté de 25°C a 95°C con una velocidad de calentamiento de 2°C/min y se enfrié de nuevo a 25°C a la misma
velocidad. Todos los espectros de longitud de onda continua de 5°C se registraron con los parametros
especificados. Ademas, los barridos de temperatura se registraron a 215 nm con una resolucién por etapas de
0,5°C. Los resultados se expresan como la elipticidad media de residuos molares (Bure) @ una longitud de onda
dada. Los espectros finales se corrigieron restando el correspondiente espectro del momento inicial obtenido en
condiciones idénticas. El contenido de la estructura secundaria del alérgeno derivado del clon 10 se calculd
utilizando el programa de estimacion de la estructura secundaria CDSSTR (9).

Analisis de leucemia basofila humana en rata (huRBL)

Para la cuantificacion de las reacciones de tipo inmediato, mediadas por Ab IgE, se llevaron a cabo analisis de
liberacion de mediador celular de huRBL. Las células RBL (clon RBL-703/21) transfectadas con FceRI humano (10)
se cultivaron en RPMI 1640 con un suplemento de FCS al 5%, L-Glutamina 4 mM y 1 mg/ml de sulfato de G418. Se
recogieron las células después de la incubacién con tripsina/EDTA, se lavaron, se re-suspendieron en medio de
cultivo, y la concentracion celular se ajusto a 2x10° células/ml. Se afadieron alicuotas de cincuenta pl de la solucion
de células a los pocillos de una microplaca de 96 pocillos de fondo plano (la densidad de células/pocillo fue de 1x10°
células). Los sueros humanos se diluyeron 1:10 en medio de cultivo, se afiadieron a las células y se incubaron
durante la noche a 37°C, CO; al 7%, 95% de humedad relativa. El medio se elimind y las placas se lavaron 3 veces
con 200 pl/pocillo de tampdn de Tyrode + BSA al 0,1%. Para el entrecruzamiento de IgE, se afadieron a las células
100 pl del alérgeno derivado del clon 10 o rPhl p 1, (0,3 pg/ml), se diluyeron en tampén de Tyrode que contenia D,O
al 50% y BSA al 0,1% (p/v). Para la liberaciéon espontanea, se afadio a los pocillos tampoén de Tyrode sin proteina.
La liberacion total se determind mediante la adicion de tampon de Tyrode que contenia Triton X-100 al 10%.
Después de la incubacion a 37°C, CO, al 7%, 95% de humedad relativa durante 1 hora se recogieron las células por
centrifugacion y se transfirieron 50 pl de sobrenadante a una nueva placa, y se afadieron 50 ul de soluciéon de
andlisis (Acido Citrico o Citrato de Sodio 0,1M, pH 4,5 y 4-metil-umbeliferil-N-acetil-B-D-glucosaminida 160 uM) por
pocillo. Después de otra incubacion de una hora, la reaccion se detuvo anadiendo 100 pl de tampdn de glicina
(glicina 0,2 M, NaCl al 0,2%, pH 10,7) a cada pocillo. La fluorescencia se midié a Aex : 360/Aem : 465 en un lector de
microplacas de fluorescencia. La liberacién espontanea se determind a partir de los pocillos de control que no habian
sido lisados por Triton X-100. La liberacion especifica se calculd utilizando la férmula: (muestra-espontanea/total-
espontanea) x 100.

Microscopia electréonica con inmunomarcaje con oro

Los granos secos de trigo se cortaron en trozos pequefios (cubos de aproximadamente 0,5 mm de tamafo) con una
cuchilla afilada. Con el fin de preservar el estado seco de las células, los cubos se fijaron de forma anhidra en vapor
de acroleina durante 5 dias a temperatura ambiente. Se transfirieron a temperatura ambiente durante 1 dia a
dimetoxipropano (DMP) para eliminar cualquier agua residual y se incrustaron en Resina Lowicryl K4M utilizando
series ascendentes de DMP:etanol y etanol:Lowicryl K4 M monomérico como etapas intermedias. La polimerizacién
se realiz6 a -35°C.

Se cortaron secciones ultrafinas de tejidos del grano tanto periféricos como centrales y se colocaron sobre rejillas de
plata para los procedimientos de inmunomarcaje.

El marcaje para el alérgeno derivado del clon 10 se realizé en una camara humeda a temperatura ambiente (tampon
PBS + BSA al 1% (p/v), pH 7,4, tampon Tris + BSA al 1% (p/v), pH 8,2) como sigue: BSA al 1,5% (p/v) en tampodn
PBS, 15 minutos; 2. Anticuerpos de conejo anti-proteina de trigo 10 y anticuerpos pre-inmunes, diluidos 1:35 en
tampon PBS, 2 horas; 3. Tampon PBS, 5 minutos, tampén Tris, 2 x 5 minutos; 4. anticuerpos de cabra anti-IlgG de
conejo acoplados a particulas de oro coloidal de un tamafio de 10 nm (BioCell, Piano, Wetzlar, Alemania), diluidos
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1:20 en tampon Tris; 5. Tampon Tris, 1 x 5 minutos, agua destilada, 2 x 5 minutos. Las secciones se tifieron
utilizando acetato de uranilo (5 minutos) y citrato de plomo (10 segundos).

Las muestras se analizaron en un microscopio electrénico de transmision EM 410 (FEI, Eindhoven, Paises Bajos).
Resultados
Aislamiento y caracterizacién de un ADNc de trigo que codifica un alérgeno de tipo inhibidor de seria proteinasa

Se escruté una biblioteca de expresion de ADNc de semilla de trigo con anticuerpos IgE de cuatro pacientes que
padecian asma de panadero. El marco de lectura abierto del ADNc del clon 10 reactivo con IgE contenia 262
nuclestidos que codificaban un polipéptido de 84 aminoacidos (Fig. 1). Se calculé una masa molecular de 9,4 kDa y
un punto isoeléctrico (pl) de 6,08 de acuerdo con la secuencia de aminoacidos deducida para el alérgeno derivado
del clon 10. El analisis de la composicién de aminoacidos mostré un alto contenido de residuos de valina (15,5%) y
ausencia de residuos de cisteina. De acuerdo con el analisis de la estructura secundaria asistido por ordenador, el
alérgeno derivado del clon 10 consiste principalmente en espirales aleatorias y laminas beta y un dominio alfa-
helicoidal. De acuerdo con los célculos de accesibilidad del disolvente, casi 80% de los aminoacidos estan
expuestos al disolvente. Una busqueda de motivos de secuencia reveld la presencia de un potencial sitio de
fosforilacion de caseina quinasa Il (aminoacido 32), dos sitios de miristoilacién N-terminal (aminoacidos 11, 55) y una
firma de la familia de inhibidor | de patata (Fig. 1: los amino&cidos 25-36 estan recuadrados). Una comparacion de la
secuencia de aminoacidos derivada del clon 10 con secuencias depositadas en la base de datos de NCBI mostré
que el alérgeno es casi idéntico a un precursor de WSCI del inhibidor de subtilisina-quimotripsina de Triticum
aestivum (num. de acceso gi | 122065237) y al inhibidor de la proteinas WSCI de T. aestivum (nim. de acceso gi |
66356278) y exhibe homologias de secuencia significativas con un grupo de inhibidores de serina proteinasa
presentes en plantas y animales. Estos inhibidores de serina proteinasa constituyen una familia denominada
inhibidores | de la patata y se caracterizan por un patréon de secuencia consenso tipico que se conserva en cada una
de las proteinas. Los inhibidores de serina proteinasa pertenecientes a la familia del inhibidor | de la patata son
pequefas proteinas de 60-90 aminoacidos que carecen de enlaces disulfuro y contienen solo un unico sitio inhibidor.
Las secuencias de los inhibidores de serina proteinasa del trigo muestran un grado significativo de conservacion de
la secuencia con respecto a los inhibidores de proteinasas de otras plantas monocotiledéneas como la cebada
(Hordeum vulgare), el maiz (Zea mays, Zea diploperennis), el maicillo oriental (Tripsacum dactyloides) y el arroz
(Oryza sativa), plantas dicotiledéneas y gusanos (Tabla Ill). La Tabla Ill muestra los porcentajes de identidad de
secuencia entre cada uno de los inhibidores de serina proteinasa.

Expresion, purificacion y caracterizacion fisicoquimica del alérgeno de tipo inhibidor de serina proteinasa

El alérgeno derivado del clon 10 se expreso en E. coli BL21 (DE3) con una etiqueta de hexahistidina C-terminal.
Aproximadamente 25 mg/l de cultivo liquido de alérgeno de tipo inhibidor de serina proteinasa podria ser purificado
por cromatografia en niquel (Fig. 2A). El analisis MALDI-TOF de la proteina 10 recombinante purificada dio como
resultado un pico de masa de 9970,8 Da (Fig. 2B). El espectro de CD en el UV lejano del alérgeno derivado del clon
10 recombinante purificado (Fig. 2C) indica que la proteina se pliega y contiene una cantidad considerable de
laminas B y un contenido bajo de hélice a. El espectro se caracteriza por un minimo a 204 nm y un maximo a 190nm.
El analisis de la estructura secundaria utilizando el programa CDSSTR con el conjunto de datos de referencia 7
proporcion6 8% de hélices a, 23% de laminas 3, 14% de giros B y 53% de espirales aleatorias. El valor NRMSD de
0,033 demostré un buen ajuste entre los espectros calculados y los obtenidos experimentalmente. Tras el
calentamiento a 95°C, se observo un ligero desplazamiento del minimo del espectro de CD (de 204 nm a 201 nm),
indicando una desnaturalizacion parcial de la proteina. Tras el enfriamiento a 25°C, la proteina se replegé (Fig. 2C).
Sin embargo, el minimo a 204 nm fue menor que antes del calentamiento, lo que sugiere un reordenamiento de las
laminas B. En resumen, los espectros observados durante el barrido de temperatura indican una alta estabilidad
térmica del alérgeno derivado del clon 10.

El alérgeno recombinante derivado del clon 10 es un nuevo alérgeno de tipo inhibidor de serina proteinasa del trigo

El alérgeno derivado de clon 10 purificado se sometié a ensayo para determinar la reactividad de IgE utilizando
sueros de pacientes que padecian asma de panadero, alergia al polen de gramineas y alergia alimentaria al trigo
mediante analisis por transferencia puntual (Fig. 3). El alérgeno derivado del clon 10 recombinante reaccion6 con
anticuerpos IgE de 3 (num. 1, num. 4, num. 12) de 22 pacientes que padecian asma de panadero (13,6%). El
paciente nim. 1 que tenia solamente niveles bajos de IgE especifica para el alérgeno principal del trigo, el inhibidor
de la alfa-amilasa, mostré una fuerte reactividad de IgE al alérgeno de tipo inhibidor de serina proteinasa.
Curiosamente, el alérgeno derivado del clon 10 fue reconocido exclusivamente por anticuerpos IgE de pacientes con
asma de panadero, pero no por pacientes que padecian alergia alimentaria mediada por IgE al trigo o pacientes que
padecian alergia al polen de gramineas. Varios sueros de cada uno de los tres grupos de pacientes mostraron
reactividad de IgE a alérgenos de polen de hierba timotea recombinante debido a la co-sensibilizacién al polen de
graminea. La reactividad de IgE especifica del alérgeno derivado del clon 10 por los pacientes con asma de
panadero se confirmd en un analisis con chip utilizando 20 sueros adicionales de pacientes con enfermedad celiaca,
119 pacientes con alergias alimentarias, 23 sueros de pacientes alérgicos al polen de gramineas y 25 pacientes con
asma de panadero (Constantin et al. datos no publicados, no mostrados).
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El analisis de reactividades de las subclases de IgG al alérgeno derivado del clon 10 en el grupo de pacientes con
asma de panadero mostro la presencia IgG1 especifica del alérgeno y en un grado inferior de niveles de IgGy
especifica del alérgeno, ambos indicativos de una respuesta Th,, mientras que no se detecto reactividad de 1gG; e
IgGs relevante especifica para el alérgeno derivado del clon 10 (Fig. 4).

Para estudiar la actividad alérgica de los anticuerpos IgE especificos para el alérgeno de tipo inhibidor de serina-
proteinasa, se cargaron las células RBL que expresan FceRl humano con IgE de suero de pacientes con y sin
anticuerpos IgE especificos y posteriormente se expusieron al alérgeno (Fig. 5). Las células RBL cargadas con IgE
de suero del paciente num. 1 mostraron la desgranulacion mas fuerte tras la exposicion al alérgeno (51% de la
liberacion total de B-hexosaminidasa). Se obtuvo una desgranulacién mas baja con células RBL que habian sido
cargadas con IgE de los pacientes num. 4 y ndm. 12 (22% y 19%, respectivamente), lo cual se correspondia con la
intensidad del reconocimiento de IgE en las transferencias puntuales (Fig. 3). Casi no se observd desgranulacion
cuando las células RBL fueron cargadas con suero de una persona no alérgica (Fig. 5: NC). El principal alérgeno del
polen de hierba timotea rPhl p 1 indujo una fuerte desgranulacion en las células RBL cargadas con IgE de suero del
paciente num. 12 y una desgranulacion leve cuando las células RBL se cargaron con sueros de los pacientes num. 1
y num. 4 (Fig. 5). De hecho, los pacientes num. 1, nim. 4 y num. 12 padecian también alergia al polen de graminea
(Tabla ).

El alérgeno de tipo inhibidor de serina proteasa se acumula en semillas de trigo durante la maduracioén

Se utilizaron anticuerpos de conejo, especificos para el alérgeno derivado del clon 10, para investigar la expresion
de la proteina durante la maduracion de la semilla de trigo (Fig. 6). Las laminas de nitrocelulosa que contenian
extractos de semillas de trigo recogidas en diferentes puntos temporales de maduracién de la semilla se sondearon
con anticuerpos de conejo especificos e Ig pre-inmune. Los anticuerpos especificos del clon 10 reaccionaron con
una proteina de 40 kDa, que representaba un tetramero de los alérgenos de tipo inhibidor de serina proteinasa (Fig.
6) (11). La expresion de la proteina se hizo detectable en semillas de 15 dias de antigliedad y continu6 aumentando
durante la maduracion adicional de las semillas (Fig. 6). No se encontré inmunorreactividad cuando las
transferencias se incubaron con la Ig preinmune del mismo conejo (Fig. 6).

El alérgeno de tipo inhibidor de serina proteinasa se detecta preferentemente en semillas de trigo.

Cuando los autores de la presente invencién compararon el polen y las semillas, encontraron que el alérgeno de tipo
inhibidor de serina proteinasa se expresaba preferentemente en las semillas (Fig. 7), mientras que sélo se obtenia
una sefal débil a aproximadamente 65 kDa en el extracto de polen de trigo. El panalérgeno profilina se detectd con
anticuerpos anti-profilina de semilla de trigo de conejo en semillas y polen de trigo (Fig. 7: num. 123). No se encontrd
reactividad con Ig pre-inmune (Fig. 7).

A continuacion los autores de la presente invencion utilizaron anticuerpos especificos de alérgenos de tipo inhibidor
de serina proteinasa para buscar estructuras con reactividad cruzada en arroz, maiz, judia comun y patata para los
cuales se han descrito proteinas homologas con una identidad de secuencia de 50% (judia), 49% (maiz, arroz) y
33% (patata) (Tabla Ill).

El alérgeno de tipo inhibidor de serina proteinasa se detectd de nuevo como tetramero en las semillas de trigo, se
detectd una banda de aproximadamente 23 kDa en el arroz, pero no se encontré reactividad en el maiz, la judia
comun o la patata (Fig. 8C) aunque se habian sometido a SDS-PAGE cantidades comparables de cada extracto
(Fig. 8A). No se observo reactividad cuando las transferencias se incubaron con la Ig pre-inmune (Fig. 8B).

Localizacion del alérgeno de tipo serina proteinasa en la capa de aleurona y entre granulos de almidén de un grano
de trigo por medio de microscopia electronica con inmunomarcaje con oro

La Fig. 9 A muestra una seccion ultra-fina a través de un grano de trigo a bajo aumento en el microscopio electronico
de transmision. Los tres componentes morfoldgicos principales del grano son visibles: un fruto de multiples capas
externas y cubierta de la semilla (C), la capa de aleurona (AL) y el comienzo del voluminoso interior del grano, el
endospermo amilaceo (SE). El rectangulo marca un area comparable con el area mostrada en B. La Figura 9B
muestra el limite entre una célula de aleurona y el endospermo amildceo adyacente con mayor aumento. La célula
de aleurona esta llena de granos de aleurona (AG) (vacuolas proteinicas) que estan rodeadas por pequefias
vesiculas lipidicas (L). Ambos componentes estan incluidos en la matriz citoplasmica de la célula. EI endospermo
amilaceo consiste en granulos de almidén de tamafio variable, estrechamente empaquetados, dejando pequefios
espacios intermedios de material citoplasmatico amorfo. Los rectangulos indican areas mostradas con gran aumento
en C, Dy E, F, respectivamente. La Figura 9C muestra la localizacion del alérgeno derivado del clon 10 en una
célula de aleurona utilizando Ab originados contra la proteina de trigo 10. Las particulas de oro (flechas) indican la
presencia de proteina de trigo 10 predominantemente en la matriz citoplasmatica entre los organulos celulares pero
también en las partes periféricas de las vesiculas lipidicas (L). En la region del almidén, la proteina de trigo 10 esta
asociada con el material citoplasmatico amorfo (CY) entre los granulos de almidén (SG) (Figura 9E). Los
experimentos de control con Ab pre-inmunes mostraron un grado muy bajo de marcaje no especifico (Fig. 9, Dy F).

Ejemplo 2 Expresion y purificacion de alérgenos recombinantes
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El Ejemplo 2 muestra la identificacion y caracterizacion de seis alérgenos de semillas de trigo reactivos con IgE
denominados clones num. 10, num. 37, num. 38, num. 112, num. 123 y num. 126. Ademas, el Ejemplo 2 muestra un
método para la expresioén y purificacion de alérgenos recombinantes de dichos clones

Materiales biolégicos, sueros de pacientes

Se obtuvieron semillas de trigo de Triticum aestivum cv. Michael de la Osterreichische Agentur fur Gesundheit und
Erndhrungssicherheit GmbH y se plantaron en un invernadero. Las semillas inmaduras se cosecharon directamente
en nitrégeno liquido después de un periodo de 25 dias hasta que comenzé la polinizacion y se almacenaron a -80°C
hasta su uso. Se obtuvieron sueros de 24 pacientes que padecian asma de panadero (Tabla IV). El asma de
panadero se diagnosticd basandose en el historial clinico, los niveles de IgE total en suero, la IgE especifica para el
trigo y el centeno por medio del sistema CAP-FEIA (Phadia, Uppsala, Suecia) y después de ensayos de exposicion
por inhalacién especificos (1) (Fig. 10). Se ha analizado el suero de los pacientes alérgicos al polen de gramineas
para determinar los niveles de IgE total en suero y de IgE especifica para polen de hierba timotea por medio del
sistema CAP-FEIA (Phadia) y los pacientes con alergia alimentaria al trigo se han caracterizado como se describid
anteriormente (2) (Fig. 11). Los datos clinicos de estos pacientes se resumen en la tabla V. Para fines de control, se
incluyd en los experimentos el suero de un individuo no alérgico.

Construccion de una biblioteca de ADNc en Agt11 de semillas de trigo

Se extrajo el ARN total de semillas de trigo almacenadas a -80°C de acuerdo con Yeh [3]. A continuacion, el
sedimento de ARN se disolvié en tampdn de isotiocianato de guanidinio (isotiocianato de guanidinio 4 M, acetato de
sodio 3M al 0,83% v/v, pH 6, B-mercaptoetanol 0,11 M) y se purific6 mediante ultrafiltracion en un gradiente de
densidad de cloruro de cesio. Se aislé ARN Pol-A” mediante cromatografia de afinidad con oligo-dT celulosa (Nucleo
Trap mRNA; Machery-Nagel) y se sintetizo ADNc de doble hebra por medio de un kit de sintesis de ADNc (cDNA
synthesis System; Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Después de la metilacion con la metilasa de EcoRI
(New England Biolabs, Beverly, MA), se afiadieron conectores para EcoRI (New England Biolabs) al ADNc. El ADNc
conectado se digiri6 con EcoRI (Roche Diagnostics). Los conectores digeridos se retiraron con una columna Nick
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) y el ADNc se ligd en los brazos de Agt11 (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.).
El producto de ligacién se empaqueto in vitro (Gigapack Il Gold Cloning Kit, Stratagene) dando como resultado una
biblioteca de ADNc de expresion en Agt11 con 2,43x10° UFP (unidades formadoras de placas).

Aislamiento y caracterizacion de clones reactivos con IgE de una biblioteca de ADNc de semilla de trigo

Se infectaron E. coli Y1090 con 7x10° UFP de fagos recombinantes y se sometieron a inmunoescrutinio con IgE de
suero de cuatro pacientes (nim. 1, ndm. 2, ndm. 5, num. 13) que padecian asma de panadero como se ha descrito
[5]. Se seleccionaron seis clones de fagos reactivos con IgE para su posterior re-clonacion y su ADN se amplifico por
PCR utilizando Platinum PCR Supermix (Invitrogen, Life Technolgies) con cebadores Agt11 y se secuenciaron
(MWG, Ebersberg, Alemania). Las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias presentadas a la base
de datos GenBank en el Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia (NCBI).

Expresion y purificacion de alérgenos recombinantes

La regién codificante de los clones se amplificé mediante PCR utilizando los cebadores enumerados en la tabla VI.
Los productos de la PCR se subclonaron en un vector AccepTor (Novagen, Madison, WI) y se secuenciaron de
nuevo (MWG). A continuacion, se digirié el inserto que contenia los Vectores AccepTor con Ndel y EcoRI (Roche
Diagnostics), los insertos se purificaron en gel (Promega, Madison, WI, EE.UU.) y se subclonaron en el plasmido de
expresion pET 17b (Novagen). Las secuencias de ADN se confirmaron secuenciando ambas hebras de ADN
(Microsynth, Balgach, CH). Los constructos del inserto de pET 17b se transformaron en E. coli BL21 (DE3)
(Stratagene) y se hicieron crecer en medio de Caldo Luria (LB) que contenia 100 mg/I de ampicilina a 37°C a una
DO (600 nm) de 0,8-1. La expresion de la proteina se indujo mediante la adicion de isopropil B-D-
tiogalactopiranésido (IPTG) a una concentracion final de 0,5 mM vy el crecimiento de las bacterias durante 3 h mas.
Después se recogieron las bacterias por centrifugacion y se homogeneizaron en imidazol 25 mM, pH 7,5, Triton X-
100 al 0,1% (v/v) con Ultraturrax (IKA, Stauffen, Alemania). El ADN se digiri6 por medio de la adicion de ADNasa |,
se agitd durante 10 minutos adicionales a 20°C, se detuvo con 200 pl de NaCl 5 M y a continuacion se centrifugé a
4°C (6000g, 20 minutos). El alérgeno derivado del clon 10 se purifico a partir del sedimento que contenia los cuerpos
de inclusion en condiciones de desnaturalizacion sobre columnas de afinidad de resina Ni-NTA de acuerdo con el
manual QlAexpressionist, protocolo 17 (QIAGEN, Hilden, Alemania). Las fracciones que contenian el alérgeno
recombinante se reunieron y se sometieron a dialisis frente a NaH,PO4 10 mM pH 7,5. Las proteinas recombinantes
ndam. 37, num. 38, nim. 112, nim. 123 y nim. 126 se purificaron a partir del sedimento del producto lisado de
células bacterianas en condiciones nativas sobre columnas de afinidad de resina Ni-NTA de acuerdo con el manual
QlAexpressionist, Protocolo 12 (QIAGEN). Las fracciones que contenian las proteinas recombinantes se reunieron y
se sometieron a didlisis frente a NaH,PO4 10 mM pH 7,5. Las muestras de proteinas se analizaron para determinar
su pureza sobre un gel de SDS-PAGE al 14% y se visualizaron mediante tinciéon con azul brillante de Coomassie.
Las concentraciones de proteina se determinaron con Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL).

Ejemplo 3: Matriz de alérgenos
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El Ejemplo 3 muestra una micro-matriz de alérgenos que revela que los alérgenos de semillas de trigo
recombinantes, preparados como se describe en el ejemplo 2, son especificamente reconocidos por IgE del suero
de pacientes con asma de panadero, pero no de pacientes con alergia alimentaria al trigo o alergia al polen de
gramineas. Por lo tanto, los alérgenos recombinantes son especificos para la alergia respiratoria a la harina de trigo.
Ademas, el Ejemplo 3 muestra el uso de alérgenos marcadores de polen de hierba timotea phip 1y Phl p 5y polen
de trigo en la matriz para mejorar el diagndstico in vitro de la alergia respiratoria.

Técnicas
Pacientes y sueros

Se obtuvieron sueros de pacientes espafoles que padecian asma de panadero (B1-B23), austriacos (F1-F26) y
alemanes (F27-F38) que padecian alergia alimentaria inducida por el trigo y pacientes austriacos (G1-G17) que
padecian alergia al polen de gramineas. Los pacientes fueron seleccionados de acuerdo con un historial clinico
positivo, ensayos de exposicion por inhalaciéon especificos para la confirmaciéon de una sensibilizacién clinicamente
relevante en caso de asma de panadero (1) y exposicion alimentaria controlada por placebo, doble ciego (DBPCFC)
en pacientes lactantes con alergia alimentaria al trigo. Se ha analizado el suero de todos los pacientes para
determinar los niveles de IgE total en suero e IgE especifica para la harina de trigo y el polen de hierba timotea por
medio del sistema CAP-FEIA (Phadia, Uppsala, Suecia). Los datos demograficos, clinicos y seroldgicos de estos
pacientes se resumen en las Tablas VII, VIl y IX. Para fines de control, se incluyeron en todos los experimentos
sueros de individuos sanos.

Materiales biolégicos

Las proteinas recombinantes de trigo nim. 10, num. 37, nim. 38, nim. 112, nim. 123 y ndm. 126 derivadas de una
biblioteca de ADNc mediante escrutinio con sueros de pacientes con asma de panadero se expresaron en E. coli y
se purificaron como se ha descrito (12). El polen de trigo se adquirié de Allergon (Vallinge, Suecia) y Phl p 1, Phl p 5,
Phl p 7, Phl p 12 recombinantes de BIOMAY (Viena, Austria).

Extracto de proteina

Se extrajo polen de Triticum aestivum (500 mg) a 4°C durante la noche en 5 ml de PBS, EDTA 2 mM, PMSF 1 mM.
Después de la centrifugacion durante 1 h a 13.000 xg 4°C, se determind la concentracion de proteina del
sobrenadante con Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL) y se almacenaron alicuotas a -20°C hasta su
uso.

Analisis de micromatrices de alérgenos

Se aplicaron con un Nano Plotter NP2 (Gesellschaft fur Silizium-Mikrosysteme mbH, GroRerkmannsdorf, Alemania),
extracto de polen de trigo, 1-1,5 ng/aplicacion, proteinas de trigo recombinantes y purificadas y alérgenos de polen
de graminea recombinantes, 0,1-0,15 ng/aplicacion, sobre membranas de nitrocelulosa que se anclaron a
portaobjetos de vidrio de microscopio como se ha descrito (13). Se utilizé IgE humana purificada como marcador de
posicion (14). Las micromatrices aplicadas se prelavaron con 30 ul de tampdn de analisis (tampoén de fosfato débil,
pH 7,5) y se incubaron con 30 pl de sueros no diluidos de pacientes alérgicos o de controles. Después del lavado
con 30 ul de tampoén de andlisis, los anticuerpos IgE unidos se detectaron con 20 ul de anticuerpo anti-IgE
conjugado con fluoréforo y se midieron las intensidades de fluorescencia (FI) a una longitud de onda de 635 nm
(GenePix 4000B fran Axon). El nivel de corte se ajustd a FI = 300 basandose en los valores obtenidos con albdimina
de suero humano.

Resultados
Descripcion de los pacientes

Los autores de la presente invencion analizaron pacientes que padecian asma de panadero, alergia alimentaria
inducida por el trigo o alergia al polen de gramineas. El grupo de pacientes con asma de panadero consistia en 23
personas (4 mujeres, 19 varones: edad media 39 afos, intervalo 22-60 afios) con exposicidon ocupacional a harina de
trigo. Noventa y uno por ciento de los pacientes con asma de panadero padecieron asma debido a la inhalacion de
harina de trigo y 94% se quejaron de los sintomas de rinoconjuntivitis. Se encontré sensibilizacion a otras fuentes de
alérgenos respiratorios (p. €j., gato, cucaracha, perro, polen de graminea, caballo, acaros del polvo doméstico, moho
y/o polen de olivo) en 70% de los pacientes con asma del panadero y en 48% de los pacientes que padecian alergia
al polen de gramineas (Tabla VII). Curiosamente, ninguno de los pacientes con asma de panadero presenté alergia
a los alimentos y los sintomas se limitaron a manifestaciones respiratorias.

El grupo de pacientes que padecian alergia alimentaria inducida por el trigo comprendia 38 individuos (25 mujeres,
13 varones: edad media 13 afos, intervalo 0,5-65 afios) (Tabla VIII). Nuevamente los autores de la presente
invencion encontraron que 71% estan sensibilizados a otras fuentes alergénicas respiratorias (p.ej., polen de abedul,
polen de gramineas, acaros del polvo doméstico y polen de artemisa) y 58% también estaban sensibilizados a
alérgenos alimenticios (p.ej., zanahoria, leche de vaca, avellana, huevo de gallina, malta, nueces, naranja, ciruela,
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arroz, soja, apio, mariscos, camarones y/o especias) (Tabla VIII). La sensibilizacion mediada por IgE al polen de
gramineas se encontré en 55% de estos pacientes. Los sintomas de estos pacientes variaron desde sintomas
respiratorios (p.ej., asma, bronquitis, tos, conjuntivitis, disnea, congestion nasal, rinorrea, rinoconjuntivitis) hasta
sintomas gastrointestinales (p.ej., dolor abdominal, diarrea, flatulencia, garganta irritada, y vomitos) y sintomas
cutaneos (p.€j., eczema, prurito y urticaria) (Tabla VIII).

El grupo de pacientes alérgicos al polen de gramineas consistié en 17 pacientes (5 mujeres, 12 varones: edad media
13 afios, intervalo 0,5-65 afos). Setenta y uno por ciento de estos pacientes padecian también alergia a otras
fuentes alergénicas respiratorias (p.ej., polen de abedul, gato, perro, acaros del polvo doméstico, conejo y polen de
artemisa) (Tabla IX). De acuerdo con la serologia, 65% exhibio reactividad de IgE a la harina de trigo y 23% contenia
IgE contra otros alérgenos alimentarios. Sin embargo, sélo un paciente sufrié de urticaria y no se pudo registrar
ningun sintoma de alergia alimentaria para estos pacientes. Los sintomas respiratorios tales como el asma, la
conjuntivitis, la disnea, la rinoconjuntivitis y la rinitis predominaron en los pacientes alérgicos al polen de gramineas.

Composicion de la matriz de alérgenos

Se aplicaron seis alérgenos de semillas de trigo recombinantes denominados nium. 10, nim. 37, ndm. 38, nim. 112,
niam. 123 y num. 126 sobre portas de vidrio recubiertos de nitrocelulosa (Fig. 12, A). Las proteinas de trigo
recombinantes se expresaron en Escherichia coli basandose en ADNc que se habian aislado de una biblioteca de
ADNCc de semilla de trigo con sueros de pacientes con asma de panadero como se ha descrito (15). De acuerdo con
la homologia con secuencias depositadas en la base de datos NCBI, los alérgenos de trigo se pueden describir
como sigue: el num. 10 tiene una homologia de 96% con un precursor WSCI del inhibidor de la subtilisina-
quimotripsina de Triticum aestivum (num. de acceso gi| 122065237), el num. 37 es una tiorredoxina H de T.
aestivum (nim. de acceso gi | 27461140), el nim. 38 es una glutatién transferasa de T. aestivum (nim. de acceso
gi| 20067419), el nim. 112 tiene una homologia de 99% con una 1-Cys-peroxirredoxina de T. aestivum (num. de
acceso gi| 34539782), el num. 123 tiene una homologia de 96% con profilina de T. aestivum (num. de acceso
gi| 1346803) y el nim. 126 tiene una homologia de 69% con deshidrina 11 de Hordeum vulgare (nim. de acceso gi|
4105101).

Ademas de los alérgenos de trigo recombinantes, también se aplicaron extracto de polen de trigo, alérgenos de
polen de hierba timotea recombinantes (rPhl p 1, rPhl p 5, rPhl p 7 y rPhl p 12) (16-19) e IgE sobre los portas (Fig.
12, A). Las imagenes representativas de micromatrices de alérgenos después de la incubacién con los sueros se
muestran en la Fig. 12, B-C. En el chip sondeado con suero de una persona no alérgica, no se detecto reactividad
con ningun alérgeno y solo se detectaron los marcadores de IgE aplicados con el producto conjugado anti-IgE (Fig.
12, B). Las figuras en 12, C muestran imagenes representativas de chips de micromatrices incubados con sueros de
un paciente con asma de panadero (1), un paciente que padece alergia alimentaria inducida por trigo (2) y un
paciente alérgico al polen de gramineas (3). El paciente con asma del panadero (1: Tabla |: B4) muestra una fuerte
reactividad de IgE a los alérgenos de trigo recombinantes nium. 10 y reactividades débiles al num. 126 y al num. 112.
Para el paciente con alergia alimentaria (2: Tabla VIII: F26), se observaron una fuerte unién de IgE a profilina
recombinante de trigo nim. 123 y a polen de hierba timotea rPhl p 12 y una unién débil al extracto de polen de trigo y
rPhl p 1. La imagen del chip de un paciente alérgico al polen de gramineas (3: G 16) muestra sefiales fuertes a rPhl
p 5y rPhlp 12 y sefiales mas débiles con la profilina de trigo nim. 123, extracto de polen de trigo y rPhl p 1.

Identificacion de alérgenos de semillas de trigo especificamente reconocidos por anticuerpos IgE de pacientes con
asma de panadero

Noventa y uno por ciento de los pacientes con asma de panadero fueron positivos en el CAP de harina de trigo
(Tabla VII). Utilizando los alérgenos de trigo aplicados, se pudo establecer el perfil de reactividad de IgE para 62%
de los pacientes con asma de panadero. Los alérgenos num. 126 (30%), ndm. 10 (26%), num. 123 (22%) y num. 122
(17%) fueron los componentes mas frecuentemente detectados mientras que el nium. 37 y el num. 38 reaccionaron
solo con 4% de los sueros. (Fig. 13, A). Curiosamente, los dos pacientes que fueron negativos en el CAP de harina
de trigo (B5, B18: Tabla VII) reaccionaron con el alérgeno num. 126. Cuarenta y ocho por ciento de los pacientes con
asma de panadero mostraron reactividad de IgE al extracto de polen de hierba timotea y cada uno de estos
pacientes también fue diagnosticado con una combinacién de rPhl p 1 y rPhl p 5 aplicados. El Phl p 12 (35%)
recombinante fue siempre mas fuerte y méas frecuentemente reconocido que la profilina de trigo num. 123 (22%). El
alérgeno de polen rPhl p 7 que presentaba reaccion cruzada reaccion6 con 13% de los sueros.

Los alérgenos de semilla de trigo recombinantes reconocidos por los pacientes con asma de panadero no son
dianas para los anticuerpos IgE de pacientes que padecen alergia alimentaria inducida por trigo

Todos los pacientes con alergia alimentaria al trigo fueron positivos en el CAP de harina de trigo, pero las proteinas
de trigo recombinantes apenas fueron reconocidas (5%) (Fig. 13, B). Los dos pacientes que presentaron reaccion
cruzada positiva para profilina de polen de hierba timotea, también tenian una sefial positiva para profilina de trigo
num. 123 en la micromatriz. Cincuenta y cinco por ciento de los pacientes con alergia alimentaria inducida por trigo
mostraron reactividad de IgE en el CAP de Phleum, pero sélo 18% fueron positivos para el extracto de polen de trigo
en el chip y 26% en la combinacién de rPhl p 1 y rPhl p 5 aplicados. rPhl p 1 y rPhl p 5 solos fueron reconocidos por
18% y 16% de los sueros respectivamente, los alérgenos rPhl p 7 y rPhl p 12 que presentaron reaccion cruzada,
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reaccionaron con 13% y 26% de los sueros.

rPhl p 1y rPhl p 5 son alérgenos marcadores de diagndstico para la alergia al polen de gramineas, mientras que la
profilina es reconocida por pacientes con asma de panadero y con alergia alimentaria al trigo

Sesenta y cinco por ciento de los pacientes alérgicos al polen de gramineas dieron positivo en el CAP de harina de
trigo. De las proteinas de trigo recombinante sometidas a ensayo en la micromatriz, sélo la proteina de trigo
recombinante num. 123 fue reconocida por 23,5% de los pacientes (Fig. 13, C). Cada uno de estos pacientes
también fue positivo para la profilina rPhl p 12 de polen de hierba timotea que presentaba reaccion cruzada. Pero
rPhl p 12 fue siempre reconocida mas fuertemente y mas frecuentemente (35%) que el numero 123. Todos los
pacientes que padecian alergia al polen de gramineas fueron positivos en el CAP de polen de hierba timotea y en la
combinacién de rPhl p 1 y rPhl p 5 aplicados. El Phl p 1 recombinante solo fue mas frecuentemente reconocido
(94%) que rPhl p 5 (88%) por los pacientes con alergia al polen de gramineas. El extracto de polen de trigo
reacciond con 82% de los sueros y rPhl p 7 que presentd reaccion cruzada con 29%.

Todos los pacientes alérgicos al polen de gramineas y los pacientes con asma de panadero con alergia al polen de
gramineas fueron positivos en la combinacién de rPhl p 1 y rPhl p 5 en la micromatriz y en el CAP de Phleum (Fig.
13, A; C). Estos hallazgos estan de acuerdo con datos previamente publicados que muestran que la alergia al polen
de gramineas puede ser diagnosticada por la reactividad de IgE a rPhl p 1y rPhl p 5 (20, 21). Sin embargo, entre los
pacientes con alergia alimentaria inducida por trigo, sélo 26% reaccion6 con rPhl p 1 y rPhl p 5 en la micromatriz,
pero mas del doble (55%) fueron positivos en el CAP de Phleum (Fig. 13, B). Ademas, aquellos pacientes que
reaccionaban con el extracto de polen de gramineas en el sistema CAP y con profilina de polen de hierba timotea
(rPhl p 12) en la micromatriz también fueron positivos a la profilina de trigo (22) debido a la reactividad cruzada de
las profilinas de las plantas (23). Sin embargo, la frecuencia y la intensidad del reconocimiento de IgE fueron siempre
mas fuertes para rPhl p 12 que para la profilina de trigo (22).

Ejemplo 4

El analito se inmoviliza en un soporte sdélido, tal como ImmunoCAP (Phadia, Uppsala, Suecia). Se incuban muestras
de suero de al menos tres pacientes humanos representativos sensibilizados al alérgeno y que muestran reactividad
de IgE a ese alérgeno durante 3 h a temperatura ambiente con el alérgeno a una concentracion final de 100 ug/mL
y, en paralelo como controles negativos, con tampdén solo y la proteina de unién a maltosa (MBP) no alergénica de
E. coli. A continuacion se analizan las muestras para determinar la unién de IgE a los ensayos ImmunoCAP (Phadia,
Uppsala, Suecia) que llevan analito inmovilizado para estudiar si la preincubaciéon con alérgeno inhibe o reduce
significativamente la union a IgE.
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<110> Phadia AB
<120> Nuevos alérgenos de trigo
<130> P08081SEQ0

<140> SE0702680-0
<141> 30-11-2007

<160> 10
<170> Patentln version 3.3

<210> 1

<211> 418

<212> DNA

<213> Triticum aestivum

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(252)
<223> Clon 10

<400> 1

atg agc cct gtg gtg aag
Met Ser Pro Val Val Lys
1 5

gac cat cac aac cag aag
Agp Hig His Asn Gln Lys
2Q

gtg gag gag gcc aag aag
Val Glu Glu Ala Lys Lys
35

atc gta gtt c¢ta c¢cg gtg
Ile vVal vVal Leu Pro Val
50

gac cgt gtc cge ctce ttt
Asp Arg Val Arg Leu Phe
65 70

aag ccg
Lys Pro

acg gag
Thr Glu

gtg att
Val Ile
40

ggg aca
Gly Thr
55

gtt gac
Val Asp

ES 2634241 T3

LISTA DE SECUENCIAS

gag
Glu

tgg
Trp
25

atg
Met

att
Tle

agt
Ser

gga
Gly
10

cea
Pro

cag
Gln

gtg
Val

ctc
Leu

999
Gly

gag
Glu

gac
Asp

acc
Thr

gac
Asp
75

aac
Agn

tty
Leu

aag
Lys

atg
Met
60

aaa
Lys

acc
Thr

gtg
val

teca
Ser
45

gaa
Glu

att
Ile

gat act
Aszsp Thr
15

999 aag
Gly Lvs
30

gag gca
Glu Ala

tat cga
Tvr Arg

gcc cag
Ala Gln

cec agg gte gge tageaagett aagatctage ctgeotectag cgtatatgta

Pro Arg Val Gly

togtggettg ataatctcett cttggatata gcaagattga gatatataga tcatatacaa

taagagttga tgcatggaaa gtgaatggat aatagaataa gtcagagagce gcecgtaaaaaa

aaaaaa

<210> 2

<211> 84

<212> PRT

<213> Triticum aestivum

<400> 2

27

ggt
Gly

teg
Ser

cag
Gln

atc
Ile

gtc
Val
80

48

96

144

192

240

292

352

412

418
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Met Ser Pro Val Val Lys Lys Pro Glu Gly Gly Asn Thr Asp Thr Gly
1 5 10 15

3]

Asp His His Asn Gln Lys Thr Glu Trp Pro Glu Leu Val Gly Lys Ser
20 25 30

Val Glu Glu Ala Lys Lys Val Ile Met Gln Asp Lys Ser Glu Ala Gln
35 40 45

Ile Val Val Leu Pro Val Gly Thr Ile Val Thr Met Glu Tyr Arg Ile
50 55 50

Asp Arg Val Arg Leu Phe Val Asp Ser Leu Asp Lys Ile Ala Gln Val
65 70 75 80

Pro Arg Val Gly

<210>3

<211> 755

<212> DNA

<213> Triticum aestivum

<220>
<221> CDS
<222> (49)..(402)
<223> Clon 37

<400> 3

ccgegecacge accaaaatca ccttcegatcet catcaccggg gaaggggg atg gecoe geco 57
Met Ala Ala
1

gag gag gga gcc gtg ata gcg tge cac acc aag caa gag ttc gac acc 105

Glu Glu Gly Ala Val Ile Ala Cys His Thr Lys Gln Glu Phe Asp Thr

5 10 15

cac atg gct aat ggc aag gag acc ggc aag ctg gtg atc att gac ttc 153

His Met Ala Asn Gly Lys Glu Thr Gly Lys Leu Val Ile Ile Asp Phe

20 25 30 35

act gct tcece tgg tge ggt cct tgt cgbt gtc ata gococ cca gtoc ttt get 201

Thr Ala Ser Trp Cys Gly Pro Cys Arg Val Ile Ala Pro Val Phe Ala

40 45 50
gag tac gcc aag aag ttc cct ggoe gooc att ttc ctg aag gtg gac gtt 249
Glu Tyr Ala Lys Lys Phe Pro Gly Ala Ile Phe Leu Lys Val Asp Val
55 60 €5
gac gag ctg aag gac gtc gct gaa gca tac aac gtt gag gca atg ccg 297

28



10

ES 2634241 T3

Asp Glu Leu Lys Asp Val 2la Glu Ala Tyr Asn Val Glu Ala Met Pro
70 75 30
acc ttc ctg ttt atc aag gat ggt gcg aag gtg gac act gtt gtc ggt
Thr Phe Leu Phe Ile Lys Asp Gly Ala Lys Val Asp Thr Val Val Gly
85 90 95
ggce agg aag gat gat atc cat acc aag ata gtg goc cte atg ggt tcet
Gly Arg Lys Asp Asp Ile His Thr Lys Ile val Ala Leu Met Gly Ser
100 105 110 115
gca tct gec taagaaggga agagtgatge ccctecttgtg tcaataagag
Ala Ser Ala
ccagcacctg gtgtaagtag ttatcgetge agtatgettt ggettagtcecg tgactgaact
ttgtgatgat tcggtttaga gttcagaact tcagacattt gecaccggtbg ttctgaatta
cagtacctaa tgttttgcta cagttgctte gttgtgaagt ttggataact atcctgtctg
aatgttaatg caaagccaat abtgccgcectga cggaattcca agctgagecge cggtegcetac
cattaccagt tggtctggtyg tcaacgggat ccgcgaatca cgaattctgg atccgatacy
taacgcgtct gca
<210> 4
<211> 118
<212> PRT
<213> Triticum aestivum
<400> 4
Met Ala Ala Glu Glu Gly Ala Val Ile Ala Cys His Thr Lys Gln Glu
1 5 10 15
Phe Asp Thr His Met Ala Asn Gly Lys Glu Thr Gly Lys Leu Val Ile
20 25 30
Tle Asp Phe Thr Ala Ser Trp Cys Gly Pro Cys Arg Val TIle Ala Pro
35 40 45
Val Phe Ala Glu Tyr Ala Lysg Lyg Phe Pro Gly Ala Ile Phe Leu Lys
50 55 60
VYal Asp Val Asp Glu Leu Lys Asp Val Ala Glu Ala Tyr Asn Val Glu
65 70 75 80
Ala Met Pro Thr Phe Leu Phe Ile Lys Asp Gly Ala Lys Val Asp Thr
85 90 95
vVal val Gly Gly Arg Lys Asp Asp Ile His Thr Lys Ile val Ala Leu
100 105 110

Met Gly Ser Ala Ser Ala
115

29

345

393

442

502

562

522

682

742

755
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<210>
<211>

<212> DNA
<213> Triticum aestivum

<220>

<221> CDS
<222> (55)..(720)

5
854

<223> Clon 38

<400>

5

ES 2634241 T3

cggaattccce aaacacaaac acagatcgat cgagatccag

gcg
Ala

g99
Gly

tac
Tyr

gco
Ala
50

ccc
Pro

ccg
Pro

gco
Ala

tee
Ser

gag
Glu
130

cec
Pro

ggc
Gly

caqg
Gln

gcg
Ala
35

aac
Asgn

gtc
vVal

gac
Asp

cgc
Arg

cgc
Arg
115

atg
Met

ttc
Phe

gag
Glu

cgce
Arg
20

gaqg
Glu

cCcyg
Pro

aac
Asn

gcc
Ala

tte
Phe
100

cte

Leu

ctg
Leu

tte
Phe

aag
Lys

gtc
Val

gag
Glu

gty
Val

gag
Glu

ccg
Pro
g5

tgg
Trp

tgg
Trp

gac
ASp

ggc
Gly

ggc
Gly

cgc
Arg

gac
Asp

cac
His

teo
Ser
70

gca
Ala

gee
Ala

aag
Lys

atc
Ile

ggc
Gly
150

ctyg
Leu

atc
Ile

ctg
Leu

aag
Lys
55

cte
Leu

ctg
Leu

gac
Asp

cte
Leu

cte
Leu
135

gac
Asp

gtg
Val

gcyg
Ala

atg
Met
40

aag
Lys

atc
Ile

ctc
Leu

tac
Tyr

aag
Lys
120

aag

Lys

aag
Lys

cty
Leu

ctyg
Leu
25

lofele!
Ala

atc
Ile

atc
Ile

CCC
Pro

gte
Val
105

gdc
Gly

acc
Thr

tte
Phe

ctyg
Leu
10

Jcg
Ala

ggc
Gly

cog
Pro

cte
Leu

tce
Ser
20

gac

Asp

gag
Glu

ctc
Leu

999
Gly

gac
Asp

gag
Glu

aag
Lys

gtg
Val

caqg
Gln
75

gac

Asp

aag
Lys

ccg
Pro

gac
Asp

tte
Phe
155

30

tte
Phe

aag
Lys

agc
Ser

ctc
Leu
50

tac
Tyr

CCC
Pro

aag
Lys

cag
Gln

ggc
Gly
140

gtc
Val

agcaaccagg agca

tgg
Trp

ggc
Gly

gac
Asp
45

ctc
Leu

ctyg
Leu

tac
Tyr

gtc
Val

gcg
Ala
125

gcg
Ala

gac
Asp

gty
Val

ctyg
Leu
30

cgc
Arg

cac
His

gag
Glu

gcg
Ala

tac
Tvr
110
cag
Gln

ctc
Leu

gcc
Ala

agce
Ser
15

ccc
Pro

ctc
Leu

gac
Asp

gac
Asp

cgc
Arg
95

gac

Asp

gcg
Ala

999
Gly

gce
Ala

cCcg
Pro

tac
Tvr

cte
Leu

ggc
Gly

gce
Ala
80

gcg
Ala

tge
Cys

cgce
Arg

gac
Asp

ttc
Phe
150

atg
Met

tte
Phe

gag
Glu

cgc
Arg

cgc
Arg
655

ttce
Phe

cag
Gln

ggc
Gly

gcc
Ala

aag
Lys
145

gcg
Ala

57

105

153

201

249

297

345

393

441

489

537



[ofels
PFro

ctg
Leu

gayg
Glu

gac

ttc
Phe

ccg
Pro

<99
Arg
195

ttc

Asp Phe

210

acc
Thr

gag
Glu
180

gag
Glu

atc
Tle

gcg
Ala
165

gtg
Val

agc
Ser

ggc
Gly

tgg
ITrp

gcg
Ala

gtc
Val

ctyg
Leu

ttc cac agce
Phe His Ser

ccc aag atc
Pro Lys Ile

ES 2634241 T3

tac
Tyr

170

185

gce aag age
Ala Lys Ser

200

ctc aag aag
Leu Lys Lys

215

gcg
Ala

cte
Leu

aag
Lys

tac
Tyr Ser

tac
Tyr Gly

gag agy
Glu Arg

gcg tgg
Ala Trp

tcg

ggc

220

gacggacggqg cggccatgcea tgoegceccatcec cgccggoogg

tgggtggeoe tacagtgogt acgtttogga tattgattte

tgey

<210>6
<211> 222

<212> PRT
<213> Triticum aestivum

<400> 6
Met Ala Gly Glu

1

Phe

Glu

Arg

Arg

65

Phe

Gln

Gly

Gly

Tyr

Ala

50

Pro

Pro

Ala

Ser

Gln

Ala

35

Asn

val

Asp

Arg

Arg
115

Arg

Glu

Pro

ASn

Ala

Phe

100

Leu

Lys

[&]

Val

Glu

Val

Glu

Pro

85

Trp

Trp

Gly Leu

Arg Ile

Asp Leu

His Lys

55

Ser Leu

70

Ala Leu

Ala Asp

Lys Leu

Val

Ala

Met

410

Lys

Ile

Leu

Tyvr

Lys
120

Leu

Leu

25

Ala

Ile

Ile

Pro

Val

105

Gly

Leu

10

Ala

Gly

Pro

Leu

Ser

g0

Asp

Glu

31

tac
Tvr

P

gcc
Ala

ccg
Pro
205

atc
Ile

ccaataaatc agggagcgtt

ttocgtggagt ctagtgtteg

Glu

Lys

Val

Gln

75

Asp

Pro

ggc
Gly

aag
Lys
190

gac
Asp

gag
Glu

Phe

Lys

Ser

Leu

60

Tyr

Pro

Lys

Gln

gag
Glu
175

cgo

Arg

aag
Lys

ttc
Phe

tgc
Cvys

gtyg
Val

age
Ser

ggc
Gly

tac
Tyr

tagccgcgeyg

Trp

Gly

Asp

45

Leu

Leu

Tyr

Val

Ala
125

Val

Leu

30

Arg

His

Glu

Ala

Tyr

110

Gln

Ser

15

Pro

Leu

Asp

Asp

Arg

95

Asp

Ala

Pro

Tyr

Leu

Gly

Ala

80

Ala

Cys

Arg

585

633

681

730

790

850
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Ala Glu Met
130

lys Pro Phe
145

Ala Pro Phe

Ser Leu Pro

Gly Glu Arg
195

Tyr Asp Phe
210

<210>7
<211> 891
<212> DNA

Leu

Phe

Thr

Glu

180

Glu

Ile

Asp

Gly

Ala

165

Val

sSer

Gly

<213> Triticum aestivum

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(654)
<223> Clon 112

<400> 7

atg ccg ggc
Met Pro Gly
1

tce acc cat
Ser Thr His

gtc atc ctc
Val Ile Leu
35

gag ctg gcg
Glu Leu Ala
50

gtg aag ctg
val Lys Leu
65

tgg acc aag
Trp Thr Lys

cte
Leu

ggc
Gly
20

ttce
Phe

gcc
Ala

cte
Leu

gac
hsp

acc
Thr

aaqg
Lys

tcc

Ser

atyg
Met

ggc
Gly

Py

atc
Ile
85

Ile

Gly
150

Trp

Ala

Val

Leu

atc
Tle

atc
Ile

cac
His

gcc
Ala

atc
Ile
70

gag
Glu

Leu
135

Phe

Pro

Ala

Leu
215

ggc
Gly

cgc
Arg

ccc
Pro

aac
Asn

tec
Ser

gce
Ala

ES 2634241 T3

Lys

Lys

Lys
200

Lys

gac
Asp

atc
Ile

ggt
Gly

<

40
tac

Iyr

tgc
Cys

tac
Iyr

Thr

Phe

Ser

Tle
185

Ser

Lys

acc
Thr

cac
His
25

gat
Asp

gaoc
Ala

gac
Asp

aag
Lys

Leu

Gly

Tyr
170

Ala

Leu

Lys

gtc
Val
10

gac
Lep

ttc
Phe

aag
Lys

gac
Asp

cect
Pro
90

32

Asp

Fhe
155

Glu

Ala

Tvr

ccc
Pro

tac
Tyr

acc
Thr

gag
Glu

gtg
Val
75

gg99
Gly

Gly
140

Val

Arg

Trp

ser

Gly
220

aac
2A3n

gtc
val

ccg
Pro

tte
Phe
60

cag
Gln

age
Ser

Ala

Tyr

Ala

Pro
205

Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

gty
Val
45

gag
Glu

tee
Ser

agg
Arg

Leu

Ala

Gly

Lys
190

Glu

gag
Glu

aac
Asn
30

tgc
Cvs

aag
Lys

cac
His

gtg
Val

Gly

Ala

Glu
175

Arg

ctyg
Leu
15

ggc
Gly

acq
Thr

cqgg
Arg

aaqg
Lvs

acyg
Thr
95

Asp

Phe
160

Phe

Cvs

Val

gac
Asp

tac
Tyr

acqg
Thr

ggc
Gly

gag
Glu
80

tac
Tyr
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ccg atc atg geg gac ccg gac cge tece goe atce aag cag cte aac atg 336
Pro Ile Met Ala Asp Pro Asp Arg Ser Ala Ile Lys Gln Leu Asn Met
100 105 110

gtc gac <¢Ccg gac gag aag gac ggc <¢ag ggg cag ctg ccg tee cge acc 384
Val Asp Pro Asp Glu Lys Asp Gly Gln Gly Gln Leu Proc Ser Arg Thr
115 120 125

ctg cac atc gtg ggg ccg gac aag gtg gtg aag ¢ctg age tte ctg tac 432
Leu His Ile Val Gly Pro Asp Lys Val Val Lys Leu Ser Phe Leu Tyr
130 135 140

ceg teg tge acyg gogg cgg aac atg gac gag gtg gtg cgg gec gtg gac 480
Pro Ser Cys Thr Gly Arg Asn Met Asp Glu Val Val Arg Ala Val Asp
145 150 155 160

tcg ctg ¢ctg acyg gcg goc aag cac aag gtg goc acc ccg gcc aac tgg 528
Ser Leu Leu Thr Ala Ala Lys His Lys Val Ala Thr Pro Ala Asn Trp
165 170 175

aag coc ggg gag tge gtg gtg ate geg cce gge gte tcoe gac gag gag 576
Lys Pro Gly Glu Cys Val Val TIle Ala Pro Gly Val Ser Asp Glu Glu
180 185 190

gcc aag aag atg ttc cocg cag ggg tte gag acc goo gac ctg coc teco 624
Ala Lys Lys Met Phe Pro Gln Gly Phe Glu Thr Ala Asp Leu Pro Ser
185 200 205

aag aag ggg tac ctc cge tte acce aag gte taggegtgeyg cccgtgetag 674
Lys Lys Gly Tyr Leu Arg Phe Thr Lys Val
210 215

cteogteocgog cttgetcecggt tacttcactt gtggcecggtot gtgtcatcegt ggtgogtgeg 734

tacttttgtyg gtgctttatc tcgtttette tgtaaatcta ctagcgtcge cgagcectatgt 794
atgtgtactg tgacttttgt ctctttcatg tgtttecgatc geccggtgtat acatgggtgt 854
gtgttgggac tgttaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaa 891
<210> 8

<211> 218

<212> PRT

<213> Triticum aestivum

<400> 8

Met Pro Gly Leu Thr Ile Gly Asp Thr Val Pro Asn Leu Glu Leu Asp

1 5 10 15

Ser Thr His Gly Lvs Ile Arg Ile His Asp Tyr Val Gly Asn Gly Tyr
20 25 30

Val Ile Leu Phe Ser His Pro Gly Asp Phe Thr Pro Val Cys Thr Thr
35 40 45
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Glu

Val

65

Trp

Pro

Val

Leu

Pro

145

Ser

Lys

Ala

Lvs

Leu

50

Thr

Ile

His

130

Ser

Leu

Pro

Lys

Lvys
210

<210>9

Ala

Leu

Lys

Met

Pro

115

Ile

Cys

Leu

Gly

Lys

195

Gly

Ala

Leu

Val

Thr

Thr

Glu

130

Met

Tvyr

Met

Gly

Ile

g5

Asp

Glu

Gly

Gly

Ala

165

Cys

Phe

Leu

Ala

Ile

70

Glu

Pro

Lys

Pro

Arg

150

Ala

Val

Pro

Arg

Asn

55

sSer

Ala

Asp

Lys

vVal

Gln

Phe
215
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Tyr

Cys

Ivr

Arg

Gly

120

Lys

Met

His

Ile

Gly

200

Thr

Ala

Asp

Ser

105

Gln

val

Asp

Lys

Ala

185

Phe

Lvs

Lys Glu

aAsp Val
75

Pro Gly
20

Ala Ile

Gly Gln

Val Lys

Glu Vval

155

Val Ala

170

Pro Gly

Glu Thr

Val

Phe

50

Gln

Ser

Lys

Leu

Leu

140

Val

Thr

Val

Ala

Glu

Ser

Arg

Gln

Pro

125

Arg

Pro

Ser

Asp
205

Lvys

His

Val

Leu

110

Ser

FPhe

Ala

Asp
190

Leu

Arg

Lvys

Thr

95

Asn

Arg

Leu

val

A3n

175

Glu

Pro

Gly

Glu

g0

Tvr

Met

Thr

Tyvr

Asp

160

Trp

Glu

Ser

<211> 987
<212> DNA
<213> Triticum aestivum

<220>

<221> CDS
<222> (64)..(702)
<223> Clon 126

<400> 9
ccttgecaage caccgcccca aactgtgaaa ccococgtcaga aggaagcacce dgtcgagagaa

gta atg gcg gac tac ggt gga gag tac ggg cac ccg tac ccg cgc gtc

Met Ala Asp Tyr Gly Gly Glu Tyr Gly His Pro TIyr Pro Arg Val
1 5 10 15
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gac
Asp

atc
Ile

gct
Ala

tat
Tyr

cog
Pro
30

cac
His

acyg
Thr

gac
Asp

ttg
Leu

g9gg
Gly
1560

aaqg

Lys

cac
His

aag
Lys

gag
Glu

cca
Pro

cag
Pro

gga
Gly
55

cag
Gln

acg
Thr

gca
Ala

cag
Gln

cgg
Arg
145

caa

Gln

gag
Glu

acy
Thr

ctc
Leu

tac
Tyzr

499
Arg

cece
Pro
50

gcg
Ala

gag
Glu

cac
His

tac
Tyr

atc
Ile
130

cgc
Arg

ggc
Gly

aaa
Lys

gtg
Val

cct
Pro
210

ttgacacgga

taatgagcetce

tgtgtgtgat

tgcttagagce

aaddadaaaa

<210>10

<211> 213
<212> PRT

ggc aac cca
Gly Asn Pro
20

gaa ccg ggc
Glu Pro Gly
35

tac age tct
Tyvr Ser Ser

ggt gte acg
Gly Val Thr

agc gtg gta
Ser Val Val
85

gag ggc gog
Glu Gly Ala
100

gct tat gag
Ala Tyr Glu
115

cag ccc acc
Gln Pro Thr

tcc tco agce
Ser Ser Ser

ggg agg cag
Gly Arg Gln
165

cte ccg ggo
Leu Pro Gly
180

cca ccg get
Pro Pro Ala
195

gga cac cac
Glv His His

gtg
Val

cag
Gln

gac
Asp

cog
Pro
70

ggc
Gly

cla
Lzu

ggc
Gly

aaa
Lvs

tct
Ser
150

agg
Arg

age
Ser

999
Gly

ccg
Pro

gtt
Val

ggc
Gly
55

ggc
Gly

ggt
Gly

agc
Ser

atg
Met

gag
Glu
135

agc
Ser

aagy

cac
His

acy
Thr
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ccyg
Pro

ccg
Pro
40

gcg
Ala

tac
Tyr

gcc
Ala

ggce
Gly

gtc
Val
120

999
Gly

tco
Ser

aag
Lys

aag
Lys

999
Gly
200

gtc
val
25

gcg
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly

gtt
Val

agc
Ser
105

ggc
Gly

cac
His

agc
Ser

aag
Lys

cag
Gln
185

acy
Thr

gac
Asp

tac
Tyr

gcg
Ala

ctg
Leu

ttco
Phe
90

clLc
Leu

agt
Ser

acg
Thr

tcg
Ser

age
Ser
170

gag
Glu

cac
His

cag tac gge aac coc
Gln Tyr Gly Asn Pro
30

acc tcg ggg ggo gec
Thr Ser Gly Gly Ala

45

gtg acg tcg gccoc gac
Val Thr Ser Ala Asp
60

agc ggc gcc gtg cac
Ser Gly Ala Val His
75

ceg tco ggo acg god
Pro Ser Gly Thr Ala
95

gco ccl gge gag acc
Ala Pro Gly Glu Thr
110

ggc atc ggo acc ggo
Gly Ile Gly Thr Gly
125

acg ctg ggc gag act
Thr Leu Gly Glu Thr
110

tcg tcec gag gat gac
Ser Ser Glu Asp Asp
155

atg aag gcg aag ata
Met Lys Ala Lys Ile
175

gag cac aag gcc ggg
Glu His Lys Ala Gly
190

gag aag atc aag gag
Glu Lys Ile Lys Glu
205

tgagcaacat caacatctgc ggcgcctcag

attcgctttce ttggaccatg tacgacctaa

gctatageet tcetgtacaat gattaagggt

cggtgttgat agttgtatga gctagatttg

ctetttggga ctgectcectget tcgtaaaatt

adaaa

<213> Triticum aestivum

35

attgtcactc gctgggtcetyg
atttccttct geoottetteg
gtgttgttcg tgttggtgta

cagctccocget tcagaaaaaa

156

204

252

300

348

396

444

510

588

684

732

792

852

912

972
987



<400> 10

Met

1

Glu

Pro

Pro

Gly

55

Gln

Thr

Ala

Gln

Arg

145

Gln

Glu

Thr

Teu

Ala

Arg

Pro

50

Ala

Glu

His

Tyr

Ile

130

Arg

Gly

Lys

Asp

Gly

Glu

35

Tyr

Gly

Glu

Ala

115

Gln

Ser

Gly

Leu

Tvxr

Asn

20

Pro

Ser

val

val

Gly

100

Tyr

Pro

Ser

Arg

Pro
18Q

Gly

Pro

Gly

Ser

Thxr

val

85

Ala

Glu

Thr

Ser

Gln

165

Gly

val Pro Pro Ala

195

Gly

Val

Gln

Asp

Fro

70

Gly

Leu

Gly

Lys

Ser

150

Arg

Ser

Gly

Pro Gly His His

210

Glu

Pro

Val

Gly

52

Gly

Gly

Ser

Met

Glu

135

Ser

Lys

His

Thr

Tyr

Pro

Pro

40

Ala

Tyr

Ala

Gly

val

120

Gly

Ser

Lys

Lys

Gly
200
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Gly

Ala

Gly

Gly

val

Ser

105

Gly

His

Jer

Lys

Gln

185

Thr

His

10

Tyr

Ala

Leu

FPhe

90

Leu

Ser

Thr

Ser

Ser

170

Glu

His

Pro

Gln

Thr

val

Ser

75

Pro

Ala

Thr

Ser

155

Met

Glu

Glu

36

Iyr

Tyr

Ser

Thr

60

Gly

Ser

Pro

Ile

Leu

140

Ser

Lys

His

Pro

Gly

Gly

45

Ser

Ala

Gly

Gly

Gly

125

Gly

Glu

Ala

Lys

Ile
205

Arg

Gly

Ala

Val

Thr

Glu

110

Thr

Glu

Asp

Lys

Ala
190

Val

15

Pro

Ala

Asp

His

Ala

95

Thr

Gly

Thr

Asp

Ile

175

Gly

Glu

Asp

Ile

Ala

Tyr

Pro

80

His

Thr

Leu

Gly

160

Lys

His
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ES 2634241 T3

REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de acuerdo con el SEQ ID NO: 2.

2. El polipéptido de acuerdo con la reivindicaciéon 1, caracterizado por que se aisla de trigo o se produce de forma
recombinante.

3. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica el polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2.

4. El &cido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 3, que tiene la secuencia de nucledtidos de acuerdo con el SEQ
ID NO: 1.

5. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, para su uso en terapia.
6. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, para su uso en la terapia de la alergia mediada por IgE.

7. Un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de acuerdo con los SEQ ID NO: 4 6 6, para
su uso en terapia.

8. Un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de acuerdo con los SEQ ID NO: 4 6 6, para
su uso en la terapia de la alergia mediada por IgE.

9. Composicion farmacéutica que comprende un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de acuerdo con
los SEQ ID NO: 2, 4, 6, 6 10 modificado para anular o atenuar su respuesta de union a IgE a la vez que es capaz de
provocar una respuesta de IgG, y opcionalmente excipientes, portadores, tampones y/o diluyentes
farmacéuticamente aceptables.

10. Composiciéon farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde dicha forma hipoalergénica de dicho
polipéptido se modifica por fragmentacion, truncamiento o formacion de tandems de la molécula, delecion de
segmentos internos, reordenamiento de dominios, sustitucién de residuos de aminoacidos, rotura de puentes
disulfuro.

11. Un método para el diagnéstico in vitro de alergia mediada por IgE, que comprende las etapas de

- poner en contacto una muestra de fluido corporal de un mamifero que se sospecha que tiene alergia mediada por
IgE con al menos un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de acuerdo con los SEQ ID NO: 2, 4, 6, 6
10;y

- detectar la presencia, en la muestra, de anticuerpos IgE que se unen especificamente a dicho polipéptido o
polipéptidos;

en donde la presencia de tales anticuerpos que se unen especificamente a dicho polipéptido o dichos polipéptidos es
indicativa de alergia mediada por IgE.

12. Método de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde la alergia mediada por IgE es alergia respiratoria a la
harina de trigo.

13. Un kit de diagnéstico para llevar a cabo el método de acuerdo con la reivindicacion 11 6 12, que comprende un
polipéptido que tiene el aminoacido de acuerdo con el SEQ ID NO: 2.
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Secuencia del clon num. 10:

1

ATE AGC ¢OT GTS
M & B Y
GAT ACT SO0T GAC
R T 3 o

Pl IR

ATT ATG CAC CAC AAG TCA GAGZ GCA CAG ATC GTA GIT CTA

I M Q D X £ E A Q I v v L
O03 QT3 G088 ACA ATT 4TG ACC ATG GRA TAT CGA ARTC GAC
P ¥V a T I ¥ T M E k4 R 1 b
03T ST CQC CTC TTT STT GAC AGT CTY GAC AsA ATT GCOC
R 1Y R L F ¥ b g L | K I A

CAQ OTC C0C AGG GTC 430 tageaagottaagatctagostgotoot
g v 1Y E Y 3
agugtatatgtatogtggetigataatetocttobiggatatagoaagabttga

gakatatagatcatatacaataagagttgatgoatggaaagtgaatggatasa

tagaataagt cagagagogedl aaadaladAa’aa

Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 9
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Figura 12
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Figura 13A
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Figura 13C
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