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DESCRIPCION
Hipoalergénicos

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a polipéptidos mutantes utiles como hipoalergénicos. Mas especificamente la
invencion se refiere a los polipéptidos especificos Bet v 1. Adicionalmente, la invencion se refiere a formulaciones
vacunales que comprenden dichos polipéptidos; también se describe el uso de dichas formulaciones en la
vacunacion.

Antecedentes de la invencion

Las alergias estan causadas por la reacciéon inmunitaria contra proteinas cominmente inocuas, los alérgenos. Las
enfermedades alérgicas estan alcanzando proporciones de epidemia en todo el mundo. Mas del 25 % de la
poblacién de los paises industrializados sufren el tipo | de alergia y el nimero aumenta rapidamente. La alergia al
polen de abedul es una forma muy comun de tipo | de alergia. El Bet v 1 es el alérgeno principal del polen de abedul.
Mas informacion sobre el alérgeno Bet v 1, sus isoalérgenos y variantes, se encuentra en el sitio de la OMS en

internet www.allergen.org.

El tipo | de alergia se basa en la formacion de anticuerpos inmunoglobulinas E (IgE). Los sintomas se producen
cuando una molécula de alérgeno se une a dos anticuerpos IgE unidos a receptores de una superficie de mastocitos
o basdfilos induce la unién cruzada de los complejos IgE-FceRI. Esto desencadena la desgranulacion de mediadores
bioldgicos, tales como la histamina y mediadores lipidicos, que producen las reacciones inflamatorias y los sintomas,
tales como el asma alérgica, rinitis, alergia alimentaria y cutanea, e incluso anafilaxia.

La IgE es una molécula grande que consiste en dos cadenas ligeras y pesadas idénticas. Existen cinco dominios en
la cadena pesada de IgE: VH, Ce1, Ce2, Ce3 y Ce4. El tamafio de la molécula de IgE completa es de
aproximadamente 200 kDa. Se han determinado las estructuras cristalinas del fragmento Ce2 - Ce4 unido a su
receptor FceRI (Garman y col., Nature 2000(406):259-266, y Wan y col., Nature Immunology, 2002(3):681-686).

En los ultimos pocos afios, se han determinado las estructuras tridimensionales de un gran nimero de alérgenos
diferentes. Estructuralmente, estos alérgenos varian considerablemente, y no se ha identificado un motivo
estructural comun que pudiera explicar la capacidad de los alérgenos para causar la produccion de anticuerpos IgE.
Sin embargo, hay estudios que implican que la alergenicidad esta restringida solo a unas pocas familias proteicas,
dando lugar de esta manera a la prueba de que las caracteristicas estructurales de las proteinas podrian tener
también un papel en la alergenicidad (Jenkins y col., J Allergy Clin. Immunol. 2005(115):163-170; Raudauer y col., J
Allergy Clin Immunol. 2008(121):847-852; Rouvinen y col., PloS ONE 2010(5): €9037).

La cuestidn esencial cuando se estudia la alergenicidad implica el llamado epitopo celular B, el sitio de unién de un
alérgeno al anticuerpo IgE. Desafortunadamente, sin embargo, este epitopo celular B no se puede deducir
directamente de la estructura tridimensional de un alérgeno. Adicionalmente, existen diferencias de epitopos de un
alérgeno que son reconocidos por la IgE de un paciente particular. Por lo tanto, los epitopos celulares B se han
buscado utilizando distintas técnicas y distintas bases, tales como analizando fragmentos alergénicos o péptidos,
que reaccionan con agrupamientos de sueros con IgE policlonal de pacientes alérgicos, mutagénesis dirigida al sitio
de alérgenos, uso de miméticos de epitopos (mimotopos) y estudios de modelos informaticos. Sin embargo, como tal
no existen mapas generales de epitopos dominantes para ningun alérgeno.

Con respecto al polen de abedul, por ejemplo, Holm y col. (The Journal of Immunology 2004 (173): 5258-5267)
produjeron mutantes de Bet v 1 que contenian 4 y 9 mutaciones puntuales con el fin de manipular la topologia de
superficie en “areas seleccionadas”. El articulo no describe como se hace esta “seleccién”. Los mutantes con cuatro
sustituciones de aminoacidos representaban tres areas diferentes en la superficie molecular y los mutantes con
nueve sustituciones de aminoacidos representaban cinco areas diferentes en la superficie molecular. Estos mutantes
de Bet v 1 tienen en algunos casos una reduccion de la capacidad para unirse al suero de IgE humana y para
desencadenar la liberacion de histamina por los baséfilos humanos. También son capaces de inducir anticuerpos
IgG contra el Bet v 1 no mutado.

Se ha informado de mas alérgenos recombinantes modificados:

Las Publicaciones de patente internacional WO 02/40676 y WO 03/096869 desvelan numerosas formas mutantes
del alérgeno Bet v 1 del polen de abedul. Estos mutantes se produjeron introduciendo mutaciones aleatorias en el
supuesto sitio de unién a IgE, basandose en el analisis de secuencia de estructuras de superficie conservadas del
polipéptido Bet v 1. El documento WO 03/096869 desvela el uso de cuatro mutaciones primarias en diferentes
“grupos pequefios” en la superficie del alérgeno.

La publicacion de patente internacional WO 073907 desvela un polipéptido Bet v 1 que comprende tres sustituciones
o eliminaciones de aminoacidos en los sitios de aminoacido 54, 115 o 123. No existen pruebas de que estos
mutantes tengan una capacidad reducida de liberacion de histamina.
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La publicacion de patente internacional WO 2009/024208 desvela un mutante de Bet v 1 que tiene al menos cuatro
mutaciones en el area de aminoacidos 100-125. Sin embargo, debido a las mutaciones se pierde la estructura
tridimensional del polipéptido y no existe informacién sobre la actividad de liberacion de histamina.

La publicaciéon de patente internacional WO 2008/092992 desvela un procedimiento de bloqueo de la interaccion de
superficie tipo | de sustancias alergénicas modificando los restos de aminoacidos en epitopos alergénicos no
continuos, es decir, en una superficie plana con un area de 600-900 A sobre la sustancia alergénica y sugiere que se
podrian preparar en consecuencia proteina de polen de abedul hipoalergénicas.

Niemi y col., Structure 2007(15): 1413-21, desvela una estrategia en la busqueda de epitopos alergénicos
especificos en linea con la divulgacion de Laver y col.,, Cell 1990(61):553-556, que establece que el Unico
procedimiento racional por el que determinar el epitopo completo de cualquier alérgeno implica la medicion de la
estructura cristalina de un alérgeno en el complejo con un anticuerpo IgE. Niemi, y col. desvelan la estructura
cristalina de un fragmento Fab de IgE formando un complejo con B-lactoglobulina (BLG). También presentan coémo
dos moléculas de Fab/IgE se unen a la BLG dimérica y que el epitopo de IgE es diferente cuando se compara con
las estructuras de epitopos de IgG conocidos, siendo una superficie “plana” localizada en la region de la lamina 3.

Rouvinen y col., PloS ONE 2010(5):e9037 investigaron el papel de estructuras diméricas de los alérgenos utilizando
procedimientos bioinformaticos combinados con espectrometria de masas nativa. (Espectrometria de masas en
ciclotrén iénico transformado de Fourier con electronebulizacion, IES-FT-ICR-MS. Las mediciones ESI-MS de las 55
estructuras cristalinas de alérgenos conocidas demostraban que el 80 % de ellas existian en dimeros u oligémeros
simétricos en los cristales y que la mayoria son dimeros transitorios que se forman a altas concentraciones
proteicas. La posible relacion entre la estructura dimérica y la alergenicidad se estudié con un alérgeno
recombinante de la leche de vaca, la B-lactoglobulina (rBos d 5B), que existe como un dimero, y su mutante H146P,
que existe principalmente como un monémero. Se observé una capacidad de liberacion de histamina reducida hasta
cierto punto con el rBos d 5 B mutante H146P en comparacion con el rBos d 5B nativo y el rBos d 5B recombinante.
Aunque los autores concluyen que la dimerizacion podria ser una caracteristica muy comun y esencial de los
alérgenos y en general sugiere que la preparacion de variantes monoméricas puras de alérgenos podria abrir
nuevas posibilidades para la inmunoterapia especifica, el papel ultimo de las caracteristicas estructurales en la
alergenicidad sigue siendo desconocido. A partir del analisis cristalino in vitro no se pueden perfilar conclusiones
directas de cébmo se comportan las moléculas de alérgenos en un cuerpo humano, es decir, in vivo.

Hoy dia la tendencia en el tratamiento de todos los sintomas de alergia es hacia la induccion activa de tolerancia
utilizando la desensibilizacién especifica al alérgeno en vez de evitar el alérgeno, lo que a menudo no es posible, o
simplemente tratando los sintomas. La terapia de desensibilizaciéon actual se basa en alérgenos purificados de
fuentes naturales, en los que las variaciones entre lotes pueden dar lugar a problemas relacionados con el hallazgo
y mantenimiento de la dosificacion correcta y la eficacia del tratamiento. Estos problemas pueden dar lugar a un
riesgo potencial de efectos secundarios anafilacticos y la sensibilizacion a nuevos alérgenos.

El uso de alérgenos recombinantes para la desensibilizacion eliminaria las desventajas relacionadas con las
variaciones entre lotes, y los primeros alérgenos recombinantes estan en ensayos clinicos (Valenta y col., Annu Rev
Immunol 2010(28):211-41). La eficacia de dichos alérgenos en clinica sigue aun por ver.

Hay una gran necesidad reconocida de vacunas eficaces y seguras y productos terapéuticos que afronten el
problema médico en aumento de la alergia. En este momento el mercado de terapias seguras y eficaces para la
alergia estan poco desarrolladas.

Breve descripcion de la invenciéon

La presente invencion se refifeer a un polipéptido Bet v 1 recombinante del polen de abedul hipoalergénico basado
en un matriz de secuencia de aminoacidos de tipo silvestre como se representa en la SEQ ID NO: 3 o de cualquier
otra isoforma del Bet v 1 de tipo silvestre del mismo seleccionado de entre el grupo que consiste en las SEQ ID NO:
4-38, comprendiendo dicho polipéptido

(1) una primera sustitucion de aminoacidos en la posicion E101, en el que la primera sustitucion de aminoacidos
E101K,y
(2) una segunda sustitucion de aminoacidos en la posicion N28, en el que la segunda sustitucion de aminoacidos
es N28K.

La presente invencion se refiere adicionalmente a un polipéptido hipoalergénico definido anteriormente para su uso
como una vacuna para desensibilizar contra el polen de abedul.

La presente invencion se refiere adicionalmente a una composicién vacunal que comprende al menos un polipéptido
hipoalergénico definido anteriormente y al menos un adyuvante farmacéuticamente aceptable. En una realizacion de
la presente invencion dicha vacuna es para su administracion sublingual.

Los polipéptidos hipoalergénicos de acuerdo con la presente invencion tienen una capacidad de liberacion de
histamina que esta reducida al menos 20x en comparacion con la capacidad de liberacion de histamina del Bet v 1
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de tipo silvestre. En una realizaciéon los polipéptidos tienen una capacidad de liberaciéon de histamina que esta
reducida al menos 100x.

Breve descripcion de las figuras

A continuacion, se describira la invencion con mas detalle por medio de realizaciones preferidas en referencia a los
dibujos adjuntos, en los que

La Figura 1 ilustra los supuestos retos del epitopo de IgE de Bet v 1 (restos en rojo) y los supuestos restos
implicados en la dimerizacion del Bet v 1 (restos en violeta) derivado en el Ejemplo 1;

La Figura 2 es una representacion esquematica de las unidades de expresion bacteriana para la produccion de
alérgenos recombinantes, en la que Ptac es un promotor, PelB es la secuencia de sefial asociada a la region
codificante de los alérgenos recombinantes y las estrellas ilustran los sitios de sustitucion de aminoacidos;

La Figura 3 es un alineamiento de secuencia de aminoacidos de 36 isoformas de Bet v 1;

La Figura 4 muestra las secuencias de acido nucleico del polipéptido del Bet v 1 de tipo silvestre (A, SEQ ID NO:
1) y el polipéptido N28K-E101K (B, SEQ ID NO: 2) que se utiliza en el Ejemplo 2;

La Figura 5 muestra la inhibicion competitiva del suero de IgE por la unién al Bet v 1 con los polipéptidos Bet v 1
recombinante y el Bet v 1 N28K-E101K; y

La Figura 6 muestra los resultados de liberacién de histamina con los polipéptidos Bet v 1 recombinante y Bet v 1
N28K-E101K.

La Figura 7 muestra el espectro de masas ESI FT-ICR nativo del Bet v 1 recombinante de tipo silvestre y el Bet v
1 recombinante mutante N28K-E101K a la concentracién de 3 pM.

Descripcion detallada

En la siguiente descripcion, ejemplos y reivindicacion, se utilizan tanto los codigos de tres letras y de una letra para
los aminoacidos. Véase, por ejemplo, IUPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomenclature. Nomenclature
and Symbolism for Amino Acids and Peptides. Eur. J. Biochem. 138:9-37(1984).

La denominacion de los sitios de aminoacido en los polipéptidos de acuerdo con la presente invencion se ejemplifica
de la siguiente manera: N28 significa que hay un resto de asparagina en la posicion 28, mientras que N28K significa
que el resto de asparagina de la posicion 28 se ha sustituido con un resto de lisina. En correspondencia, E101
significa que hay un resto de acido glutamico en la posicion 101, mientras que E101K significa que el resto de acido
glutamico de la posicion 101 se ha sustituido por un resto de lisina, etc.

La alergia al polen de abedul es una forma muy comun de alergia y el polen del abedul blanco (Betula verrucosa) es
una de las causas principales de las reacciones alérgicas de tipo | en Europa y Norteamérica. Se estima que
aproximadamente un 10-15 % de la poblacién sufre alergia al polen de abedul. Ademas, otros alérgenos, tales como
los alérgenos de la manzana, tienen reacciones cruzadas con la IgE especifica del polen de abedul que producen
reacciones alérgicas incluso cuando el sujeto no tiene contacto con polen.

El Bet v 1 es el alérgeno principal del polen de abedul y es responsable de la unién con IgE en mas del 95 % de los
sujetos alérgicos al polen de abedul. El Bet v 1 es una proteina que tiene un peso molecular de 17 kD. La secuencia
de aminoacidos del Bet v 1 de tipo silvestre se da en la SEQ ID NO: 3. El sitio de internet de alérgenos de la OMS
(www.allergen.org) enumera treinta y seis (36) isoformas de Bet v 1, que se han alineado como secuencias en la
Figura 3. El alineamiento muestra que el Bet v 1 esta altamente conservado. La matriz de la isoforma utilizada como
Bet v 1 de tipo silvestre en la presente invencion es de la isoforma Bet v 1a (Bet v 1.0101), pero se puede utilizar
cualquiera de estos isoalérgenos, segin sea apropiado, para proporcionar una variante polipeptidica hipoalergénica
de acuerdo con la presente invencion.

Las secuencias de aminoacidos de todas las isoformas de Bet v 1 se desvelan en el listado de secuencias de la
siguiente manera: 1.0101 (SEQ ID NO: 3), 1.0102 (SEQ ID NO: 4), 1.0103 (SEQ ID NO: 5), 1.2501 (SEQ ID NO: 6),
1.1501 (SEQ ID NO: 7), 1.1502 (SEQ ID NO: 8), 1.2801 (SEQ ID NO: 9), 1.3001 (SEQ ID NO: 10), 1.2901 (SEQ ID
NO: 11), 1.2301 (SEQ ID NO: 12), 1.0501 (SEQ ID NO: 13), 1.0601 (SEQ ID NO: 14), 1.0602 (SEQ ID NO: 15),
1.0801 (SEQ ID NO: 16), 1.1701 (SEQ ID NO: 17), 1.0401 (SEQ ID NO: 18), 1.0402 (SEQ ID NO: 19), 1.0701 (SEQ
ID NO: 20), 1.1001 (SEQ ID NO: 21), 1.2401 (SEQ ID NO: 22), 1.2601 (SEQ ID NO: 23), 1.2701 (SEQ ID NO: 24),
1.2201 (SEQ ID NO: 25), 1.0201 (SEQ ID NO: 26), 1.0901 (SEQ ID NO: 27), 1.0301 (SEQ ID NO: 28), 1.1401 (SEQ
ID NO: 29), 1.1402 (SEQ ID NO: 30), 1.1901 (SEQ ID NO: 31), 1.2001 (SEQ ID NO: 32), 1.1801 (SEQ ID NO: 33),
1.1101 (SEQ ID NO: 34), 1.1201 (SEQ ID NO: 35), 1.1601 (SEQ ID NO: 36), 1.2101 (SEQ ID NO: 37), y 1.1301
(SEQ ID NO: 38), respectivamente.

Las isoformas de Bet v 1 incluyen variantes que tienen un potencial alergénico diferente. Las isoformas de Bet v 1
son al menos un 94 % idénticos a la secuencia de aminoacidos del Bet v 1 de tipo silvestre con la SEQ ID NO: 3. Por
ejemplo, las isoformas Bet v 1.0401 con un 96 % de identidad de restos de aminoacidos y Bet v 1.001 con un 94 %
de identidad de restos con Bet v 1.0101 se han identificado como hipoalergénicos naturales, debido a que son
pobres inductores de a liberaciéon de un mediador. En comparacién con el Bet v 1.0101, el Bet v 1.1001 contiene, por
ejemplo, la mutacién N28K. También se ha considerado que cumplan los criterios para representar candidatos
vacunales excelentes. (Wagner y col., J. Allergy Clin Immunol 2008;121:725-735). Sin embargo, no hay disponibles
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datos cientificos, experimentales ni clinicos.

La presente invencion proporciona variantes polipeptidicas hipoalergénicos mutadas de Bet v 1, que sean Uutiles
como vacunas para sujetos inmunizados que necesitan las mismas y previniendo asi y/o aliviando la alergia y
desensibilizar sujetos que sufren alergia contra el polen de abedul.

Los polipéptidos Bet v 1 del polen de abedul recombinantes de acuerdo con la presente invencion tienen una
secuencia de aminoacidos de tipo silvestre, pero contienen mutaciones en posiciones de aminoacidos seleccionadas
para reducir o disminuir completamente su capacidad para inducir la produccién de IgE, pero manteniendo su
capacidad para inducir la produccién de anticuerpo IgG protectores, es decir, son hipoalergénicos.

Especificamente, la presente invencioén se refiere a un polipéptido Bet v 1 recombinante hipoalergénico de polen de
abedul como se define en la reivindicacion 1. También se desvela un polipéptido Bet v 1 recombinante
hipoalergénico del polen de abedul basado en una matriz de secuencia de aminoacidos que se representa en la
SEQ ID NO: 3 o de cualquier otra isoforma del Bet v 1 de tipo silvestre de la misma, comprendiendo dicho
polipéptido natural o por mutacién

(1) al menos una primera sustitucion de aminoacidos en una posicion seleccionada de entre el grupo que
consiste en los restos de aminoacidos E101, K80, N82, S84, S99, S117, y K119, y

(2) al menos una segunda sustituciéon de aminoacidos en una posicion seleccionada de entre el grupo que
consiste en los restos de aminoacidos N28, D25, N43, G46, N47, e Y158.

En una realizacién, el polipéptido de la presente invencion tiene la matriz de una secuencia de aminoacidos de tipo
silvestre como se representa en la SEQ ID NO: 3. En otra realizacion, el polipéptido de la presente invencion tiene la
matriz de una secuencia de aminoacidos de tipo silvestre seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEQ ID
NO: 4-38.

En una realizacion de la invencion, el polipéptido Bet v 1 de polen de abedul recombinante hipoalergénico se
representa por la secuencia de aminoacidos representada en la SEQ ID NO: 39, en la que la sustitucion de
aminoacidos en la posicion 29 es K y la sustitucion de aminoacidos en la posicién 101 es K. La SEQ ID NO: 39
desvela una secuencia de polipéptido del Bet v 1 con las posiciones para las sustituciones de aminoacidos
(posiciones de aminoacidos 25, 28, 43, 46, 47, 80, 82, 84, 99, 101, 117, 119, 158) y también desvela los
aminoacidos de tipo silvestre en estas posiciones.

Cualquier combinacion de la primera y segunda sustitucion en cualquiera de las posiciones representadas da como
resultado un polipéptido hipoalergénico. En un aspecto de la divulgacion, el polipéptido comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEQ ID NO: 41-47, y al menos una segunda
sustituciéon de aminoacidos en una posicion seleccionada de entre el grupo que consiste en los restos de
aminoacidos N28, D25, N43, G46, N47, e Y158, o una isoforma de los mismos. Preferentemente, el polipéptido tiene
una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEQ ID NO: 41-47, y al menos
una segunda sustitucion de aminoacidos en una posicion seleccionada de entre el grupo que consiste en los restos
de aminoacidos N28, D25, N43, G46, N47, e Y158, o una isoforma de los mismos. En otra realizacion de la
invencion, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en
la SEQ ID NO: 41, en la que el aminoacido 101 es K, la SEQ ID NO: 42, en la que el aminoacido 80 es Y, la SEQ ID
NO: 43, en la que el aminoacido 82 es K, la SEQ ID NO: 44 en la que el aminoacido 84 es K, la SEQ ID NO: 45, en
la que el aminoacido 99 es K, la SEQ ID NO: 46, en la que el aminoacido 117 es K, y la SEQ ID NO: 47, en la que el
aminoacido 119 es E; y al menos una segunda sustitucion de aminoacidos en la posicion seleccionada de entre el
grupo que consiste en los restos de aminoacidos N28, D25, N43, G46, N47, e Y158. Preferentemente, el polipéptido
tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO: 41, en la que el
aminoacido 101 es K, la SEQ ID NO: 42, en la que el aminoacido 80 es Y, la SEQ ID NO: 43, en la que el
aminoacido 82 es K, la SEQ ID NO: 44 en la que el aminoacido 84 es K, la SEQ ID NO: 45, en la que el aminoacido
99 es K, la SEQ ID NO: 46, en la que el aminoacido 117 es K, y la SEQ ID NO: 47, en la que el aminoacido 119 es
E; y al menos una segunda sustitucion de aminoacidos en una posicién seleccionada de entre el grupo que consiste
en los restos de aminoacidos N28, D25, N43, G46, N47, e Y158. La SEQ ID NO: 41 desvela la secuencia del
polipéptido Bet v 1, en la que el aminoacido en la posicion 101 es una sustitucion y no el aminoacido E de tipo
silvestre. De manera similar, las SEQ ID NO: 42-47 muestran los polipéptidos Bet v 1, en los que los aminoacidos
de las posiciones 80, 82, 84, 99, 117 y 119, respectivamente, son sustituciones y no aminoacidos de tipo silvestre.

En un aspecto de la divulgacion, dicha al menos una primera sustitucion de aminoacidos estd en una posicion
seleccionada de entre el grupo que consiste en los restos de aminoacidos E101 y S99, y dicha al menos una
segunda sustitucion de aminoacidos esta en una posicion seleccionada de entre el grupo que consiste en las
sustituciones de aminoacidos N28 y D25.

En otro aspecto preferido de la divulgacion dicha al menos una primera sustitucion de aminoacidos esta en la
posicion E101, y dicha al menos una segunda sustitucion de aminoacidos esta en la posicion N28. En una
realizacion preferida de la invencion, el polipéptido Bet v 1 del polen de abedul recombinante hipoalergénico esta
representado por la secuencia de aminoacidos representada en la SEQ ID NO: 40. La SEQ ID NO: 40 muestra la
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secuencia de polipéptido del Bet v 1 de polen de abedul con sustituciones en las posiciones 28 y 101, siendo los
aminoacidos en estas posiciones lisinas (K).

Las variantes de polipéptido hipoalergénico de la presente divulgacion comprenden también variantes, que
contienen mas de una primera y segunda sustitucion. Las expresiones “al menos una primera sustitucion” y “al
menos una segunda sustitucion” significa que dicha primera y segunda sustituciones pueden comprender cada una,
una, dos, tres o cuatro o mas sustituciones, y cualquiera combinacion de primeas y segundas sustituciones son
posibles, a condiciéon de que se mantenga la capacidad del polipéptido Bet v 1 hipoalergénico para inducir una
respuesta protectora de anticuerpos. Por lo tanto, en un aspecto preferido de la divulgacion la primera sustitucion de
aminoacidos comprende la sustitucion en la posicion E101, y dichas segundas sustituciones de aminoacidos estan
en las posiciones N28 y D25, o en las posiciones N28, D25 e Y158. En otro aspecto preferido de la divulgacion la
primera sustitucion de aminoacidos comprende las sustituciones en las posiciones E101 y S99 y dicha segunda
sustituciéon de aminoacidos es en la posicion N28. En otro aspecto preferido de la divulgaciéon dichas primeras
sustituciones de aminoacidos estan en las posiciones E101 y S99, y dichas segundas sustituciones de aminoacidos
estan en las posiciones N28 y D25.

En un aspecto preferido adicional de la divulgacion, las sustituciones de Bet v 1 son al menos E101 y N28, E101 y
D25, E101 y N43, E101 y G46, E101 y N47, E101 e Y158, K80 y N28, K80 y D25, K80 y N43, K80 y G46, K80 y
N47, K80 e Y158, N82 y N28, N82 y D25, N82 y N43, N82 y G46, N82 y N47, N82 e Y158, S84 y N28, S84 y D25,
S84 y N43, S84 y G46, S84 y N47, S84 e Y158, S99 y N28, S99 y D25, S99 y N43, S99 y G46, S99 y N47, S99 e
Y158, S117 y N28, S117 y D25, S117 y N43, S117 y G46, S117 y N47, S117 e Y158, K119 y N28, K119 y D25,
K119 y N43, K119 y G46, K119 y N47 o K119 e Y158. En un aspecto preferido adicional de la divulgacion, las
sustituciones son una de estas combinaciones.

En una realizacion preferida de la invencion, hay al menos dos, tres o cuatro sustituciones de aminoacidos juntas.
Preferentemente, el polipéptido de la invencion tiene dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nuevo o diez
sustituciones. Mas preferentemente, el polipéptido tiene dos, tres o cuatro sustituciones. Una de las ventajas de la
invencion es que solo es necesario un pequefio nimero de sustituciones (al menos dos) para los efectos deseados.

Los polipéptidos de acuerdo con la presente invencion son hipoalergénicos, y presentan una capacidad de liberacion
de histamina que esta reducida al menos 20x, preferentemente 100x, cuando se compara con la capacidad de
liberacién de histamina del correspondiente Bet v 1 de tipo silvestre no mutado.

Los polipéptidos hipoalergénicos de acuerdo con la presente invencion son Utiles como vacunas contra la alergia,
especialmente alergia al polen de abedul. Las vacunas que comprenden polipéptidos de acuerdo con la presente
invencion se formulan de acuerdo con los procedimientos farmacéuticas convencionales conocidos por los expertos
en la técnica. Las vacunas de acuerdo con la presente invencion son especialmente adecuadas para la
administracion sublingual.

Las variantes hipoalergénicas de acuerdo con la presente invencion se obtienen mutando restos de aminoacidos
especificos escogidos, por ejemplo, restos con grandes cadenas laterales, localizados en las superficies de epitopos
del Bet v 1. Los restos de aminoacido seleccionados son aquellos cuyas cadenas laterales apuntan exteriormente
hacia el disolvente. La mutacién de dichos restos produce un cambio minimo de la estructura tridimensional basica
del alérgeno. Preferentemente, sin embargo, la mutagénesis modifica la superficie del epitopo hasta el punto de que
se evita o reduce fuertemente la unidon y entrecruzamiento de los anticuerpos IgE a la superficie de mastocitos,
mientras que la estructura general de la variante sigue siendo muy similar a la del alérgeno de tipo silvestre. Dicha
mutacion favorece la induccion de IgG y otros anticuerpos protectores, que tienen la capacidad de unirse al alérgeno
de tipo silvestre y a la variante mutada del alérgeno. El efecto de la mutacién se determina como de afinidad menor
del anticuerpo IgE especifico del alérgeno hacia el alérgeno Bet v 1 de al menos diez veces, preferentemente de al
menos 20 veces, y mas preferentemente de 20 a 1000 veces, y mas preferentemente mas de 100 veces. El
alérgeno Bet v 1 modificado resultante se puede utilizar para provocar una tolerancia contra el polen de abedul en
pacientes alérgicos.

Los polipéptidos variantes hipoalergénicos de acuerdo con la presente invencion, utiles en la desensibilizacion
especifica de alérgeno, posee dos caracteristicas: 1) la capacidad para reducir fuertemente la reaccion mediada por
IgE; y 2) el mantenimiento del plegamiento 3 d del tipo silvestre, y por lo tanto la capacidad para inducir la
produccion de anticuerpos IgG capaces de unirse al alérgeno de tipo silvestre.

El conocimiento de la estructura del epitopo de union a IgE simplificaria enormemente el disefio de variantes
hipoalergénicas, como se ha mencionado anteriormente. Sin embargo, la estructura del Bet v 1 formando un
complejo con el anticuerpo IgE lamentablemente no esta disponible. No se sabe cuantas son las diferencias de los
epitopos de un alérgeno determinado que reconoce una IgE individual de un paciente. El uso de péptidos en la
exploraciéon de epitopos tampoco es realizable y actualmente solo es util cuando se exploran epitopos lineales
(Niemi y col., Structure 2007(15): 1413-21). La conformacién, asi como las propiedades fisicas, por ejemplo, la
solubilidad de un unico péptido puede ser marcadamente diferente de la parte correspondiente de una cadena de
polipéptido que forme parte de una estructura proteica nativa. Por lo tanto, el disefio de alérgenos Bet v 1 mutantes
se baso en el andlisis de la superficie molecular utilizando programas de graficos moleculares, tales como PyMOL,
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para aclarar la estructura del epitopo y ensayar sus puntos potenciales preparando y ensayando los mutantes.
Ademas, se tuvo en cuenta la capacidad de dimerizacién de Bet v 1 en el disefio.

La estructura cristalina de Bet v 1 (cédigo 1BV1 del banco de datos proteicos) se utilizd para definir la estructura
cuaternaria del Bet v 1. Se utilizé el servidor de internet PDBePISA para crear las coordenadas del dimero simétrico
de Bet v 1. Se ha estimado que la distancia entre los anticuerpos de IgE en el agrupamiento de la superficie de los
mastocitos era aproximadamente de 5 nm (Knol, EF; Mol.Nutr.Res. 50(2006):620). Estudiando la superficie
molecular del Bet v 1 dimérico alrededor del eje de simetria doble con una distancia de 2,5 nm desde el eje de
simetria, se identificaron dos supuestos epitopos en la superficie molecular del Bet v 1 (Fig. 1).

El supuesto epitopo esta compuesto de los restos de aminoacidos V2-E6; R70-D75; N78-S84; E96-K103; y K115-
H121, mientras que la interfaz monémero-mondémero del Bet v 1 dimérico estd compuesto por los restos de
aminoacidos K20-K32; S39-P50; V74-H76; y D156-N159.

Estos supuestos epitopos se analizaron cuidadosamente, con el fin de identificar restos de aminoacidos, que
podrian servir como puntos de mutacion. Los puntos de mutaciones preferidos deberian tener la capacidad de
disminuir la unién del alérgeno a anticuerpos IgE, pero manteniendo aun la estructura tridimensional del alérgeno de
tipo silvestre. El supuesto epitopo incluye los restos de aminoacidos K80, N82, S84, S99, E101, S117, y K119. La
interfaz monémero-mondmero incluye los restos D25, N28, N43, G46, N47, e Y158. Los restos E101 y N28 se
consideraron como los puntos de mutacion mas importantes, ya que se localizan en el centro del supuesto epitopo y
en una posicion estratégica en la interfaz mondmero-mondmero, respectivamente. En la presente invencion, la
primera sustitucion de aminoacidos es en el area del epitopo y la segunda sustituciéon de aminoacidos esta en la
interfaz monémero-monémero.

Estos dos restos estan altamente conservados en las 36 isoformas de Bet v 1. Existe una variacién no natural en el
resto 101. Las variaciones naturales se encuentran en el resto 28, que existe como asparagina (en 31 isoformas) o
tirosina (en 3 formas). Los restos D25, N43, G46, N47, K80, S84, K119, e Y158 estan conservados, mientras que los
restos N82, S99, y S117 varian ligeramente, como se muestra en la Fig. 3.

La proxima etapa era seleccionar una mutacion apropiada para cada resto. Como ejemplo, S99 es un resto de
aminoacido poco hidréfilo y neutro. La mutacion que interferiria la union con IgE seria por tanto de naturaleza
“opuesta”, es decir, grande y/o cargado, por ejemplo, Ser por Lys, Arg, Asp, Tyr, y Val. De manera similar E101 y
N28 pueden sustituirse por un resto con la carga opuesta (Lys, Arg) o con un resto hidréfobo (Tyr, lle, o Trp). Las
sustituciones en los restos D25, N43, G46, N47, K80, N82, S84, S117, y K119 podria disefiarse en correspondencia.
La Tabla 1 enumera las sustituciones potenciales, que darian como resultado, mutantes de Bet v 1 hipoalergénicos
de acuerdo con la presente divulgacion expuestos en la SEQ ID NO: 39.

Tabla 1. Mutantes de Betv 1 ts

EPiTOPOS MUTANTES

Betv1ts mutante 1 mutante 2 mutante 3 mutante 4 mutante 5
S99 hlfiroflla K cargada grande R cargada grande D cargada Y hidréfoba V hidréfoba
pequefia grande grande
E101 K cargada muy R cargada muy Y hidrofoba | hidréfoba W hidréfoba
cargada opuestamente opuestamente grande grande grande
K80 cargada |Y hidréfoba grande E cargada W hidréfoba | hidréfoba L hidréfoba
opuestamente grande grande grande

Sg4 hlfiroflla K cargada grande R cargada grande D cargada E cargada Y hidréfoba
pequena grande
N82 Y hidréfoba S
hidrofila K cargada grande R cargada grande grande E cargada L hidréfoba
S117 Y hidréfoba L hidrofoba
hidrofila K cargada grande R cargada grande D cargada

- grande grande
pequefia
K119 E cargada Y hidrofoba L hidréfoba  |W hidréfoba | hidréfoba
cargada opuestamente
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(continuacion)

Segmentos: V2-E6; R70-D75; N78-S84; E96-K103; K115-H121

MUTANTES MONOMERICOS
Betv1ts mutante 1 mutante 2 mutante 3 mutante 4 mutante 5

K cargada muy R cargada muy Y hidréfoba H cargada L hidréfoba
D25 cargada

opuestamente opuestamente grande grande grande
N28 K caraada arande R carqada arande Y hidrofoba | hidréfoba W hidréfoba
hidrofila 9 9 9 9 grande grande grande
N43 . | hidréfoba L hidréfoba
hidréfila Y hidréfoba grande |H cargada grande grande grande E cargada
G46 si
cadena P cadena principal V hidréfoba D cargada T hidrdfila L hidréfoba
lateral
N.47, ' E cargada grande L hidréfoba | hidrofoba Y hidréfoba P .cac':iena
hidréfila grande principal
Y158
hidréfoba D cargada E cargada L hidrofoba P .cac':ienla | hidréfoba
orande principa

Los Bet v 1 modificados hipoalergénicos de acuerdo con la presente invencidon son Utiles como vacunas. La
vacunacion de alergia convencional se lleva a cabo tipicamente como mudltiples inmunizaciones subcutaneas
durante un largo periodo de tiempo, por ejemplo, uno o dos afios. Con el fin de minimizar el riesgo de reacciones
anafilacticas, el esquema de inmunizacién se aplica en dos fases, una fase inicial de dosificaciéon creciente y una
fase de mantenimiento. La fase de dosificacion creciente comienza con dosis minimas, que se aumentan después
lentamente, normalmente durante un periodo de 16 semanas hasta alcanzar la dosis de mantenimiento. La fase de
mantenimiento normalmente comprende inyecciones cada seis semanas. Dicho régimen de vacunacion es tedioso
para el paciente, necesita el compromiso a largo plazo. Ademas, esto impone un alto impacto en la estabilidad de la
vacuna, en términos de seguridad y reproductibilidad. Los pacientes tienen que controlarse estrictamente, a menudo
hospitalizarse, después de cada inmunizacion.

Como la capacidad de liberacion de histamina de los hipoalergénicos de acuerdo con la presente invencién esta
sustancialmente reducida, la fase de dosificacion creciente se podria acortar significativamente con respecto a la
vacunacion contra la alergia convencional, o mejor aun, podria no ser necesario un esquema de dosificacion
creciente. Los hipoalergénicos recombinantes modificados de acuerdo con la presente invenciéon no presentan
ninguna variacion entre los lotes. Por lo tanto, el control estrecho de la respuesta a la dosis y las posibles reacciones
secundarias no es necesario.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere adicionalmente al uso de un polipéptido Bet v 1 hipoalergénico descrito
anteriormente al detalle como una vacuna y a una composicion vacunal que comprende al menos un polipéptido Bet
v 1 recombinante de la invencién y al menos un diluyente o adyuvante farmacéuticamente aceptable, tal como
solucion salina, tampon, hidroxido de aluminio, y similares. La presente divulgacion se refiere adicionalmente a un
procedimiento de vacunacién contra la alergia al polen de abedul, comprendiendo dicho procedimiento la
administracion a un sujeto que sufre alergia al polen de abedul de un polipéptido hipoalergénico o una composicion
vacunal como se ha definido anteriormente en una cantidad y utilizando un programa de vacunacion eficaz para la
induccién de la produccién de anticuerpos protectores contra el polen de abedul.

Un “sujeto” de vacunacioén es un ser humano (adulto, nifio o adolescente) o un animal. Preferentemente, el animal es
cualquier animal doméstico tal como un perro, gato, caballo, vaca, oveja o cerdo.

Por ejemplo, un hipoalergénico de acuerdo con la presente invencion se formula como las formulaciones vacunales
convencionales, tales como las vacunas adsorbidas en hidréxido de aluminio, utilizando procedimientos bien
conocidos en la técnica (Niederberger y col., PNAS, 101(2):14677-82, 2004). De manera alternativa y
preferentemente, sin embargo, los hipoalergénicos de acuerdo con la presente invencion se pueden administrar por
otras vias y esquemas de vacunacion adecuados, tales como la administracion oromucosa o sublingual, utilizando
procedimientos y formulaciones conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, la publicacion de Patente europea EP
1812059.

Los Bet v 1 modificados hipoalergénicos se podrian utilizar en concentraciones, por ejemplo, de, 0,5 ug/ml, 5 ug/ml o
50 pg/ml. Las dosis ejemplares pueden variar entre 0,05 ug y 2 ug durante una posible fase ascendente, y entre 3-
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15 pg durante la fase de mantenimiento, preferentemente 5-15 pg, mas preferentemente aproximadamente 10 pg,
dependiendo de la gravedad de la alergia, la edad, y la historia médica del paciente. Una dosis adecuada la decide
facilmente el médico de familia con el tratamiento y la prevencion de la alergia.

La publicacion de patente internacional WO 04/047794 desvela una forma de dosificacién sélida de dispersion rapida
para la administracion sublingual de una vacuna contra la alergia, y la solicitud de patente de EE. UU. 2009/0297564
desvela una formulacién de vacuna liquida para la administracién oromucosa.

Los Bet v 1 modificados hipoalergénicos de acuerdo con la presente invencion son particularmente adecuados para
la administracion sublingual utilizando gotas sublinguales. Para este fin, los polipéptidos hipoalergénicos se
proporcionan en solucidon salina. Un intervalo de dosificacion eficaz y seguro para la administracion de los
polipéptidos, asi como el régimen de dosificacion capaz de dar lugar una respuesta inmunitaria que se desea se
determina durante el desarrollo clinico de los candidatos vacunales de acuerdo con la presente invencion, utilizando
procedimientos y esquemas conocidos en la técnica.

Se determina una dosis Unica maxima tolerada de un hipoalergénico de acuerdo con la presente invencién en un
estudio en sujetos alérgicos masculinos y femeninos, que estan expuestos a dosis sublinguales crecientes. Cuando
se alcanza la maxima dosis tolerada de la dosis predefinida, el estudio se adapta a un estudio de variaciéon de dosis
con dosificacién diaria, en el que los niveles se diferencian en un factor de 2 a 4. La dosis inicial esta en un intervalo
de 10-100 pg, y el estudio proporciona la dosis sublingual maxima tolerada, que puede ser hasta de 20 mg.

Después se estudian el escalado de la dosis y la variacion de dosis en un amplio intervalo de dosis administrados
diaria o0 semanalmente. la seguridad del intervalo de dosis de vacunacion se ensayo preliminarmente con un Ensayo
de puncién cutanea antes de la administracién de las dosis multiples. Estos estudios proporcionan primariamente
parametros inmunolégicos, y secundariamente, la eficacia eventual después del desafio con polen de abedul.

Las vacunas con polipéptidos hipoalergénicos de acuerdo con la presente invencion deberian dar lugar a una
respuesta de linfocitos T detectable como un cambio del tipo TH2 a TH1. La produccién de anticuerpos IgG deberia
ser demostrable antes de meter el ensayo de desafio alergénico.

Finalmente, se llevd a cabo un estudio en pacientes alérgicos, como estudio de desensibilizacion controlado por
placebo, aleatorio, con doble ocultacion en sujetos masculinos y femeninos alérgicos expuestos a varias dosis
sublinguales durante 3-6 meses, con un seguimiento de hasta 12 meses inicialmente. Los sujetos se desafiaran con
el alérgeno antes de comenzar el estudio, asi como cada seis meses en delante de manera con ocultacion doble.

El estudio demostrara una diferencia estadistica y clinicamente significativa entre los grupos que reciben el placebo
y una vacuna hipoalergénica de acuerdo con la presente invencion, cuando se desafian con el alérgeno nativo.

Ejemplos

Se dan los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1. Diseio de las mutaciones en Bet v 1

El objetivo del disefio del hipoalergénico es conseguir un alérgeno mutante cuya capacidad para unirse y
entrecruzarse con los anticuerpos IgE en la superficie de los mastocitos esta reducida fuertemente pero que aun
mantiene una estructura similar al alérgeno de tipo silvestre. Esto deberia favorecer la induccion de IgG y otros
anticuerpos que tendrian la capacidad para unirse al alérgeno de tipo silvestre y el alérgeno mutante.

El conocimiento del epitopo de IgE simplificaria enormemente el disefio. Sin embargo, no esta disponible la
estructura del Bet v 1 formando un complejo con el anticuerpo IgE. El uso de los péptidos en la exploracion de
epitopos tampoco se puede realizar (Niemi y col., Structure (15): 1413-21, 2007). El Gnico procedimiento para
sugerir un epitopo es estudiar la superficie molecular del alérgeno Bet v 1 y ensayar el posible acierto preparando
mutantes. En primer lugar, los inventores identificaron un supuesto epitopo (Fig. 1) en la superficie molecular del Bet
v 1 . En segundo lugar, los inventores seleccionaron dichos restos de este supuesto epitopo que como mutado
mantendria una estructura tridimensional similar al alérgeno del tipo silvestre y siga teniendo la capacidad para
disminuir la unién a los anticuerpos IgE. El supuesto epitopo incluye los restos de aminoacidos K80, N82, S84, S99,
E101, S117, y K119.

La tercera etapa es seleccionar la mutacion de cada resto. Como ejemplo, S99 es un resto poco hidréfilo y neutro,
serina. La mutaciéon que interferiria la union con IgE seria por tanto “opuesta”, es decir, grande y/o cargado, por
ejemplo, S99K (serina por lisina), S99R (serina por arginina), S99D (serina por acido aspartico), S99Y (serina por
tirosina), y S99V (serina por valina). En el caso de E101, las mutaciones que interfieren la union con IgE se podria
incluir la utilizacion de restos con una carga opuesta (Lys, Arg) o la utilizacion de restos hidréfobos (Tyr, lle, Trp).

Finalmente, para introducir la caracteristica de prohibicion de la dimerizaciéon en las variantes polipeptidicas del
monomero, se utilizé un disefio de mutacion, basandose en la estructura cristalina de Bet v 1 (codigo PDB 1BV1). El
modelo del Bet v 1 dimérico se cred con el servidor PISA. La interfaz monémero-monémero se estudio utilizando un
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programa de graficos moleculares. Los mutantes se disefiaron en esta interfaz utilizando el mismo principio utilizado
en los mutantes de epitopo. Como ejemplo, N28 en la interfaz monémero-mondmero es un resto hidrofilo de tamafio
medio. La mutacién, que interfiere la formacion del dimero, seria de esta manera un resto muy grande cargado
(lisina, arginina) o hidréfobo (tirosina, isoleucina, triptéfano).

Ejemplo 2. Clonacion de moléculas de Bet v 1 recombinante

Para producir el tipo silvestre (ts) y el mutante de las moléculas de Bet v 1 recombinante (rBet v 1) se clonaron los
ADNCc que codifican estas proteinas particulares en un plasmido de expresién bacteriana (Fig. 2). Primero, los ADNc
de rBet v 1 disefiados en el Ejemplo 1, con el codén de optimizacién para la produccion en Escherichia coli en el
vector pUC57 (ts y N28K-E101K) se pidieron a GenScript Corporation (USA). Los ADNc contenian un sitio de
restriccion Ncol en el extremo 5’ y Hindlll en el extremo 3’. Los ADNc se clonaron como fragmentos Ncol-Hindlll en
el vector de expresion bacteriana pKKtac que codifica la secuencia de sefial (pelB) de pectato liasa de Erwinia
carotovora (Takkinen y col., Protein Eng. (4): 837-841, 1991) y se transformaron los plasmidos de expresion en la
cepa E. coli XL-1 Blue. Las secuencias de ADN del rBet v 1 y el mutante N28K-E101K se verificaron por
secuenciacion de ADN (analizador genético ABI 3100, Applied Biosystems), y se representan en el presente
documento como SEQ ID NO: 1-2.

Ejemplo 3. Produccion de moléculas de Bet v 1 recombinante

El vector de expresion del rBet v 1 tipo silvestre se transformé en la cepa BL21 de E. coli y el vector de expresion del
Bet v 1 N28K-E101K mutante en la cepa RV308 de E. coli para la expresion bacteriana. Las colonias Unicas de rBet
v 1 ts y Bet v 1 N28K-E101K mutante se inocularon en 5 ml de SB o TB, 100 ug/ml de ampicilina y un 1 % de
glucosa, respectivamente, y se cultivaron durante 16 h a +37 °C con agitado a 220 rpm. Los cultivos se diluyeron a
1:50 en 3 x 300 ml de SB o TB con 100 ug/ml de ampicilina y se cultivé a +37 °C hasta alcanzar una DO600 de 4. La
expresion proteica se indujo con la adicion de IPTG a una concentracion final de 1 mM, y se cultivaron las células
durante 16 h a TA con agitado a 170 rpm. Las células se recolectaron por centrifugacion durante 15 min a 5000 g a
+4 °C, y la fraccion periplasmica de las células se aislaron por un procedimiento de choque osmético descrito por
Boer y col. (Protein Expression & Purification, 2007(51): 216-226). El aglomerado celular equivalente de 900 ml del
cultivo se re-suspendio en 300 ml, 30 mM de Tris/HCI, un 20 % de sacarosa, pH 8,0, y 1 mM de EDTA, y se incubo
durante 20 minutos con agitado sobre hielo. La suspension se centrifugd durante 20 min a 8000 g a 4 °C. Después
de esto, el aglomerado se re-suspendié en 75 ml de 5 mM de MgSOQ. enfriado en hielo y agitado durante 20 min a 4
°C sobre hielo, y se recolecté el liquido del choque osmético por centrifugacion a 8000 g durante 20 min a 4 °C.

Ejemplo 4. Purificacion de moléculas del Bet v 1

Las fracciones periplasmicas del rBet v 1 de tipo silvestre y el mutante N28K-E101K se suplementaron con 1 M de
NaCl y se llevé a cabo la primera etapa de purificacion cromatografica para ambas proteinas expresadas mediante
una columna de fenil-Sepharose (GE Healthcare) con 10 mM de NaH,PO4, 1 M NaCl, tampén a pH 5,0 utilizando un
caudal de 2 ml/min. La elucién se llevd a cabo con un gradiente lineal de 20 mM de Tris-HCI, pH 9,3, con un 7,5 %
de isopropanol. Las fracciones que contenian el Bet v 1 de tipo silvestre o el mutante N28K-E101K se agruparon y
concentraron. El Bet v 1 de tipo silvestre se purificé adicionalmente mediante una columna de cromatografia de
exclusion por tamarfio Bio-Gel P60 con un largo de lecho de 460 mm y 1 x tampdn PBS con un caudal de 0,3 ml/min.
En el caso del mutante rBet v 1 N28K-E101K se necesité una etapa adicional de cromatografia en resina de amilosa
para deshacerse de la contaminacion por proteina de unién a maltosa de E. coli antes de la cromatografia por
exclusion de tamanio.

La concentracion proteica de las fracciones de rBet v 1 agrupado se determin6 a 280 nm.
Ejemplo 5. Analisis de rBet v 1 y el mutante N28K-E101K por espectrometria de masas

Se llevaron a cabo los experimentos espectrométricos de masas con el espectréometro de masas 4.7 T
BrukerBioAPEX-II ESI FT-ICR (Bruker Daltonics, Billerica, Massachusetts, USA) equipado con una fuente ESI
convencional (Apollo-IITM). El espectro de masas nativo: las muestras de alérgeno desaladas de 3 uyM en 10 mM de
tampon de acetato amonico (pH 6,9) se infundieron directamente con un caudal de 1,5 ml/min con nitrégeno seco
que sirva como secante (200 °C, 6 mbar) y nebulizacién del gas. Todos los parametros del instrumento se
optimizaron para mantener las interacciones no covalentes en la fase gaseosa y para maximizar la transmision
idénica a un m/z de 2000-3000. Se emplearon los mismos ajustes de parametros del instrumento siempre para evitar
cualquier tendencia entre diferentes muestras. Normalmente, se registraban y procesaban 500-1000 dominios
transitorios con 128-kword co-afadidos por datos de 512 kword antes de la transformacion rapida de Fourier y al
calculo de la magnitud. La calibracion de masas se hizo externamente con respecto a los iones de un ES Tuning Mix
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). El espectro desnaturalizado se midi6 normalmente en una solucion
de acetonitrilo/agua/acido acético. Todos los datos se adquirieron y se procesaron con el software Bruker XMASS
7.0.8. El espectro de masas ESI FT-ICR nativo muestra que el Bet v 1 recombinante mutante N28K-E101K se pliega
de manera similar al Bet v 1 recombinante de tipo silvestre (Figura 7).

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 685478 T3

Ejemplo 6. Inhibicion de la unién del suero IgE a los polipéptidos Bet v 1 recombinante y Bet v 1 N28K-E101K
analizada por un ELISA de competicion

La unién de una muestra de suero IgE de una persona alérgica al polen de abedul (E3) al rBet v 1 biotinilado
inmovilizado en pocillos con estreptavidina se inhibia aumentando las cantidades de los mutantes rBet v 1 y rBet v 1
N28K-E101K. Primero se biotinild un rBet v 1 disponible en el comercio (de tipo silvestre, Biomay) utilizando Sulfo-
NHS-LC-biotina (Pierce) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El rBet v 1 biotinilado (0,5 pg/pocillo) se
inmovilizé en pocillos con estreptavidina (SA) (Roche Diagnostics Gmbh) seguido por una etapa de lavado y la
adicioén del suero de E3 (dilucion 1:6). Después de 2 horas de incubacién a TA en un agitador y una etapa de lavado,
se afadieron diferentes cantidades (4, 1, 0,25, 0,0625, 0,0156, y 0,0039 ug) de rBet v 1 y se incubo durante 2 h a TA
en un agitador. Después de una etapa de lavado, la deteccion de las moléculas de IgE unidas se llevé a cabo
utilizando una dilucién de 1:1000 de un anticuerpo anti-lgE humana conjugado con AFOS (Southern Biotech
Associates Inc.) incubando durante 1 h a TA en un agitador. Finalmente, se afiadié la solucién de sustrato, p-
nitrofenilfosfato (Sigma) y se midieron los valores de absorbancia a 405 nm (Varioscan, Thermo Electron
Corporation).

El resultado de la unidon del suero con IgE a los polipéptidos rBet v 1 analizados por ELISA de competicion se
muestran en la Fig. 5. Los polipéptidos rBet v 1, ts y N28-E101K mutante, se utilizaron para la competicion por la
union del suero de una persona alérgica al Bet v 1 (E3) al rBet v 1 inmovilizado (Biomay). Tanto las moléculas de
rBet v 1 de tipo silvestre (uno comercial de Biomay y un producto propio) inhibian la unién de la IgE al Bet v 1
inmovilizado. El Bet v 1 N28K-E101K mutante presentaba una inhibicion reducida en comparacién con los rBet v 1
de control, indicando que las mutaciones E101K y N28K afecta al epitopo de IgE y la dimerizacion de Bet v 1.

Ejemplo 7. Ensayo de liberacion de histamina

La actividad biolégica de los polipéptidos Bet v 1 recombinantes purificados se analizaron por el procedimiento de
sensibilizacion pasiva de basofilos naturales y un desafio posterior con las moléculas de alérgeno. El ensayo de
liberacion de histamina se llevdé a cabo como un servicio externo en RefLab ApS, Copenhague, Dinamarca, que
tienen un procedimiento de ensayo de liberacion de histamina acreditado. La induccion de la liberacion de histamina
in vitro de leucocitos basodfilos por un Bet v 1 recombinante comercial (Biomay, Austria) y se midieron las dos
proteinas Bet v 1 recombinantes, de ts y N28K-E101K. Se ensayo cada uno de los tres alérgenos en el ensayo de
transferencia pasiva como un estudio de dosis respuesta con un intervalo de concentraciéon de: 20-0,06 ng por
duplicado con el suero de una persona alérgica (E3) a Bet v 1.

El resultado del ensayo de liberacion de histamina se muestra en la Fig. 6. El Bet v 1 N28K-E101K era 100 veces
menos bioldgicamente activo en comparacion con la referencia, el Bet v 1 recombinante comercial (Biomay) y rBet v
1 de tipo silvestre.

Sera obvio para un experto en la técnica que, como los avances tecnolégicos, el concepto inventivo puede llevarse a
cabo de distintas formas. La invencion y sus realizaciones no se limitan a los ejemplos descritos anteriormente, sino
que pueden variar dentro del ambito de las reivindicaciones.

Ejemplo 8. Ensayo de puncion cutanea

Los ensayos de puncion cutanea (SPT) con tres voluntarios con dos diagnosticados de alergia al polen de abedul y
una persona no atépica se llevaron a cabo con polipéptidos Bet v 1 recombinantes y los controles relevantes
después de la aprobacion del comité de ética del Hospital Central de la Universidad de Helsinki. Las endotoxinas de
las preparaciones polipeptidicas de Bet v 1 recombinante se retiraron con el Gel de Eliminaciéon de Endotoxinas
Detoxi-Gel (Thermo: N.° de cat. LO0350C). Las preparaciones polipeptidicas de Bet v 1 se esterilizaron por filtrado
mediante un Costar SPIN-X (N.° de cat. 8160) y se almacenaron en alicuotas a -20 °C.

Se llevé a cabo el SPT utilizando el Bet v 1a recombinante de ts (Biomay) y el mutante N28K-E101K a las
concentraciones de 50 y 5 pyg/ml y un extracto de polen comercial (AlkAbello). El cloruro sédico (al 0,9 %) y
dihidrocloruro de histamina (AlkAbello) servian como controles negativo y positivo, respectivamente. Antes de la
puncioén de la piel, se colocaban las lancetas en los tubos que contenian los reactivos de la puncion cutanea. Las
respuestas se median después de 15 minutos y después de 6 y 20 horas. El diametro de la respuesta cutanea al
dihidrocloruro de histamina de cada uno de los individuos ensayados era de 5 mm después de 15 min y este valor se
seleccion6 como una respuesta positiva (+) (Tabla 2) Las reacciones cutaneas inducidas por el mutante N28K-
E101K de Bet v 1 con la concentracion de 50 ug/ml era leve en comparacion con las reacciones inducidas por el Bet
v 1 de ts a la misma concentracion. Las reacciones inducidas por los Bet v 1 de ts y el mutante N28K-E101K con las
concentraciones de 5 pg/ml eran comparables. Notablemente, en el caso de ambos pacientes alérgicos, las
reacciones cutaneas inducidas por el mutante N28K-E101K de Bet v 1 desaparecian en un tiempo
sorprendentemente corto en comparacion con el Bet v 1 de ts.
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Tabla 2. Resultados del ensayo de puncion cutanea

Paciente 1

15 min

6h

20h

Dihidrocloruro de histamina (10 mg/ml)

+

+

Extracto de polen de abedul 10HEP (AlkAbello)

+

+

rBet v 1 ts (50 pg/ml)

++

++

rBet v 1 ts (5 pg/ml)

+

rBet v 1 N28K+E101K (50 ug/ml)

++

rBet v 1 N28K+E101K (5 pg/ml)

Paciente 2

Dihidrocloruro de histamina (10 mg/ml)

Extracto de polen de abedul 10HEP(AlkAbello)

rBet v 1 ts (50 pg/ml)

rBet v 1 ts (5 pg/ml)

rBet v 1 N28K+E101K (50 ug/ml)

rBet v 1 N28K+E101K (5 pg/ml)

Persona no atdpica

Dihidrocloruro de histamina (10 mg/ml)

Extracto de polen de abedul 10HEP (AlkAbello)

rBet v 1 ts (50 pg/ml)

rBet v 1 ts (5 pg/ml)

rBet v 1 N28K+E101K (50 ug/ml)

rBet v 1 N28K+E101K (5 pg/ml)

+ diametro de la respuesta cutanea= 5 mm
++ diametro de la respuesta cutanea= 8 mm
+++ diametro de la respuesta cutanea= 11 mm

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Teknologian tutkimuskeskus VTT
<120> Nuevo hipoalergénico
<130> 2101747PC

<150> FI20115374
<151> 18-04-2011

<150> USP61/476488
<151> 18-04-2011

<160> 47
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211> 480
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<212> ADN

<213> Betula verrucosa

<400> 1

ggcgtgttta actatgaaac cgaaaccace agoegtgatte cggeggegeg tetgtttaaa 60

geghttatte tggatggega taacetgttt ccegaaagtgg cgocgeagge gattageage 120

gtggaaaaca ttgaaggceaa cggoeggeceg ggcaccatta agaaaatcag c¢tteccggaa 180

ggctttcecgt tcaaatacgt gaaagatcgt gtggatgaag tggatcatac caacttcaaa 240

tacaactaca gcgtgattga aggcggcccg attggcgata ccocctggaaaa aattagcaac 300

gaaattaaaa ttgtggcgac cccggatggc ggcagcattc tgaaaattag caacaaatat 360

cataccaaag gogatcatga agtgaaageg gaacaggtga aagcgageaa agaaatggge 420

gaaacccetge tgogtgeggt ggaaagetat ctgetggege atagegatge gtataactaa 480

<210>2

<211> 480

<212> ADN

<213> Betula verrucosa

<400> 2
ggcgtgttta actatgaaac cgaaaccacc agcgtgattc cggeggogeg tctgtttaaa 60
gegtttatte tggatggoga taaactgttt ccgaaagtgg cgocgeagge gattageage 120
gtggaaaaca ttgaaggcaa cggoggceccey ggcaccatta agaaaatcag ctteccggaa 130
ggctttoogt tcaaatacgt gaaagatcgt gtggatgaag tggatcatac caacttcaaa 240
tacaactaca gcgtgattga aggcggccog attggcgata ccotggaaaa aattagcaac 300
aaaattaaaa ttgtggcgac cccggatgge ggcagcattc tgaaaattag caacaaatat 360
cataccaaag gcgatcatga agtgaaagcg gaacaggtga aagcgagcaa agaaatggge 420
gaaaccctge tgegtgeggt ggaaagetat ctgetggege atagegatge gtataactaa 430

<210>3

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<220>

<221> epitopo

<222> (2)..(6)

<220>

<221> epitopo

<222> (70)..(75)

<220>

<221> epitopo

<222> (78)..(84)

<220>

<221> epitopo

<222> (96)..(103)
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Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Ser

Lys

115

Glu

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

Gln

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp

Val

85

Glu

Ser

Val
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Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala
135

Glu

Len

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Thr

Asp

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

90

Ala

Thr

Glu

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

75

Ile

Thr

Lys

Met

Val

Asn

Ile

Glu

His

Gly

Pro

Gly

Gly
140

Ile

Len

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asp

Asp

125

Glu

Pro

Phe

30

Gly

Phe

Asn

Thr

Gly
110

His

Thr

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Leu

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Val

Leu

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser Asp Ala Tyr Asn
155

<220>
<221> epitopo
<222> (115)..(121)
<400> 3
Gly val
1
Arg Len
Val Ala
Gly Pro
50
Lys Tyr
65
Tyr Asn
Lys Tle
Ile Len
Lys Ala
130
145
<210> 4
<211> 159
<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 4

150
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Gly

Arg

Val

Gly

Lys

65

Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg
145

<210>5
<211> 159
<212> PRT

Val

Ala

Pro

50

Tyr

Asn

Ile

Ala
130

Ala

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Ser

Lys

115

Glu

Val

<213> Betula verrucosa

<400> 5

Azn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Azn

100

Ile

Gln

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asgp

Val

85

Glu

Ser

Val

Ser
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Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Azn

Lys

Tyr
150

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Leu

Glu

Ser

40

Ile

Asgp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Thr

Asp

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

20

Ala

Thr

Glu

His

Ser

Asp

Asn

Pro

Asgp

75

Ile

Thr

Lys

Met

Ser
155

Val

Azn

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asgp

Ile

Leu

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asgp

Asgp

125

Glu

Ala

Pro

Phe

30

Gly

Phe

Azn

Thr

Gly

110

His

Thr

Tyr

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Leu

Azn

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Val

Leu

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

1

5

15

15
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<210>6
<211> 1

Arg Leu Phe

Val Ala Pro
35

Gly Pro Gly
50

Lys Tyr Val
65

Tyr Asn Tyr

Lys Ile Ser

Ile Leu Lys
115

Lys Ala Glu

130

Arg Ala Val
145

59

<212> PRT
<213> Betula verrucosa

<400> 6

Gly Val Phe
1

Arg Len Phe

Val Ala Pro
35

Gly Pro Gly

Lys Tyr Val
65

Lys Ala

20

Gln Ala

Thr Ile

Lys Asp

Ser Val

g5

Aszn Glu

100

Ile Ser

Gln Val

Glu Ser

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys
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Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Tyr Glu

Ala Phe

Ala

Ile

Asp Arg

Ile

Lys

70

Val

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Leu

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Thr Glu

Ile Len

Ser

Lys
55

Ser
40

Ile

Asp

16

Asp Gly

25

Val Glu

Ser Phe

Glu Val

Gly Pro

90

Val Ala

105

His Thr

Lys Glu

Ala His

Thr Thr
10

Asp Gly

25

Val Glu

Ser Phe

Glu Vval

Asp

Asn Ile

Pro Glu

60

Asp His

75

Ile

Asn Leu

Glu
45

Gly

Thr

Gly Asp

Thr Pro

Lys

Ser

Met

Asgp

Gly Asp

125

Gly Glu

140

155

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp
75

Val

Asn

Ile

Glu

60

His

Asp Ala

Phe

30

Gly

Phe

Asn

Thr

Gly

110

His

Thr

Tyr

Ile Pro

Leu Phe

Glu Gly

45

30

Gly Phe

Thr Asn

Pro Lys

Asn Gly

Pro Phe

Phe Lys

80

Leu Glu
95

Gly Ser

Glu Val

Azn

Ala Ala

15

Pro Lys

Asn Gly

Pro Phe

Phe Lys

80
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Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Val Gly Asp Thr Leu Glu

Lyg Ile Ser Asn Glu Ile Lys Ile vVal Ala Thr Pro Asp Gly Gly Ser
100 105 110

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

Lys Ala Glu Gln Val Lys Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu
130 135 140

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Léu Leu Ala Hig Ser Asp Ala Tyr Asn
145 150 155

<210>7

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 7

Gly Val Phe Asn Tyr Glu Thr Glu ala Thr Ser Val Ile Pro Ala Ala

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

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

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lyg Ile Ser Phe Pro Glu Gly Phe Pro¢ Phe
50 55 60

lys Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Asn Phe Llys
65 70 75 80

Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pr¢ Ile Gly Asp Thr Leu Glu
85 90 95

Lyg Ile Ser Asn Glu Ile Lys Ile Val Ala Thr Pro aAsp Gly Gly Ser
100 105 110

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

Lys Ala Glu Gln Val Lys Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu
130 135 140

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser Asp Ala Tyr Asn
145 150 155
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<210> 8

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 8

Gly Val Phe

Arg Len Phe

Val Ala Pro
35

Gly Pro Gly
50

Lys Tyr Val
65

Tyr Asn Tyr

Lys Ile Ser

Ile Leu Lys
115

Lys Ala Glu
130

Arg Ala Val
145

<210>9

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 9

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

Gln

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp

Val

85

Glu

Ser

Val

Ser
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Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Len

Glu

Len

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Len

Ala Thr
10

Asp Gly
25

Val Glu

Ser Phe

Glu Vval

Gly Pro

90

Val Ala

105

His Thr

Lyg Glu

Ala His

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

Ile

Thr

Lys

Met

Ser
155

Val

Asn

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile

Len

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asp

Asp

125

Glu

Ala

Pro Ala
15

Phe Pro
30

Gly Asn

Phe Pro

Asn Phe

Thr Leu

95

Gly Gly

110

His Glu

Thr Leu

Tyr Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Val

Leu

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

1

5
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Val Ala

Gly Pro
50

Lys Tyr
65

Tyr Asn

Lys Ile

Ile Leu

Lys Ala
130

Arg Ala
145

<210>10
<211>159
<212> PRT

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Ser

Lys

115

Glu

Val

<213> Betula verrucosa

<400> 10

Gly Val
1

Arg Len

Vval Ala

Gly Pro
50

Lys Tyr
65

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Azn

100

Ile

Gln

Glu

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ala

Ala

Ile

Asp

Val

85

Glu

Ser

Val

Ser

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp
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Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg
70

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Leu

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Leu

Ser

40

Ile

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Leu

Glu

Len

Ser

40

Ile

Asp

19

Asp

25

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Thr

Asp

25

Val

Ser

Glu

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

20

Ala

Thr

Glu

His

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Asp

Asn

Pro

Asp

75

Ile

Thr

Lys

Ser
155

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp
75

Asn

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asgp

Val

Asn

Ile

Glu

60

His

Leu

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asp

Asp

125

Glu

Ala

Ile

Len

Glu

45

Gly

Thr

Phe

30

Gly

Leu

Asn

Thr

Gly

110

His

Thr

Tyr

Pro

Phe

30

Gly

Phe

Asn

Pro

Asn

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Leu

Azn

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Val

Leu

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys
80
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Tyr Asn

Lys Ile

Ile Leu

Lys Ala

Tyr

Ser

Lys

Ser

Asn

Val

ES 2 685478 T3

85

100

115

130

Arg Ala

145

<210> 11
<211> 159
<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 11

Gly Val
1

Arg Leu

Val Ala

Gly Pro

50

Lys Tyr

65

Tyr Asn

Lys Ile

Ile Leu

Lys Ala
130

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Ser

Lys

115

Glu

Glu

Val

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

Gln

Ile

Gln

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asgp

Val

85

Glu

Ser

Val

Glu

Ser

Val

Ser

Ile Glu

Ile Lys

aAsn Lys

Lys Ala

135

Tyr Len

150

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Azn

Lys

Gly Gly Pro

90

Ile Val Ala

105

Tyr Hig Thr

120

Ser Lys Glu

Leu Ala His

Thr Glu Thr Thr

10

Ile Leu Asp Gly

25

Ser Ser Val Glu

Lys Ile Ser Phe

55

Val Asgp Glu Val

Glu Gly Gly Pro

20

Lys Ile Val Ala

105

Lys Tyr His Thr
120

Ala Ser Lys Glu

135

20

Ile Gly Asp Thr

Thr Pro Asp Gly

110

Lys Gly Asp His

125

140

155

Ser

Asp

Azn

Pro

Asgp

15

Met

Thr

Lys

Met

Val

Azn

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly
140

Ile

Glu

Gly

Thr

Asgp

Asp

Asgp

125

Glu

Met Arg Glu Thr

Ser Asp Ala Tyr

Leu Glu

95

Gly Ser

Glu val

Len Len

Asn

Proc Ala Ala

15

Val Pro Lys

30

Gly Asn Gly

Phe Pro Phe

Asn Phe Lys

80

Thr Leu Glu

95

Gly Gly Ser

110

His Glu VvVal

Thr Leu Leu



10

15

ES 2 685478 T3

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser Asp Ala Tyr Asn
155

145
<210> 12
<211> 159
<212> PRT
<213> Betula verrucosa

<400> 12

Gly Val Phe
1

Arg Len Phe

Val Ala Pro
35

Gly Pro Gly
50

Arg Tyr Val

Tyr Ser Tyr

Lys Ile Ser

Ile Leu Lys
115

Lys Glu Glu
130

Arg Ala Val
145

<210> 13

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 13

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

Gln

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp

Val

85

Glu

Ser

Ile

Ser

150

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Thr

Phe

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Leu

Glu

Len

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Leu

21

Thr

Asp

25

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

90

Ala

Thr

Glu

Hisg

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

Val

Thr

Lys

Met

Ser
155

Val

Asn

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile

Len

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asp

Asp

125

Glu

Ala

Pro

Phe

30

Gly

Phe

Asn

Thr

Gly

110

His

Thr

Tyr

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Leu

Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Val

Leu



Gly Val Phe

Arg Leu Phe

Val Ala Pro
35

Gly Pro Gly
50

Lys Tyr Val
65

Tyr Ser Tyr

Lys Ile Ser

Ile Leu Lys
115

Lys Ala Glu
130

Arg Ala Val
145

<210> 14

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 14

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

Gln

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Gly

Val

85

Glu

Asn

Ile

Ser

ES 2 685478 T3

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Len

Glu

Leu

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Len

Ala

Asp

25

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

22

Thr
10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

90

Ala

Thr

Glu

His

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

75

Val

Thr

Lys

Met

Ser
155

Val

Asn

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile

Leu

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asn

Asp

125

Glu

Ala

Pro

Phe

30

Gly

Ile

Asn

Thr

Gly

110

His

Thr

Tyr

Ala
15

Pro

Asn

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Leu

Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Val

Leu



Gly

Val

Gly

Lys

65

Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg
145

<210> 15
<211> 159
<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 15

Val

Len

Ala

Pro

50

Tyr

Ser

Ile

Len

Ala

130

Ala

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Ser

Lys

115

Glu

Val

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

Gln

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp

Val

85

Glu

Asn

Ile

Ser

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

ES 2 685478 T3

Ile

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Leu

Glu

Len

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Leu

Ala

Asp

25

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

23

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

90

Ala

Thr

Glu

Hisg

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

75

Val

Thr

Lys

Met

Ser
155

Val

Asn

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile

Len

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asn

Asp

125

Glu

Ala

Pro

Phe

30

Gly

Phe

Asn

Thr

Gly

110

His

Thr

Tyr

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Len

Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Val

Len



Gly

Val

Gly

Lys

65

Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg

<210> 16
<211> 159
<212> PRT

Val

Len

Ala

Pro

50

Tyr

Ser

Ile

Len

Ala

130

Ala

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Ser

Lys

115

Glu

Val

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

Gln

Glu

145

<213> Betula verrucosa

<400> 16

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp

Val

85

Glu

Asn

Ile

Ser

ES 2 685478 T3

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr

Ile

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Leu

Glu

Len

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Leu

Ala

Asp

25

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

150

24

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

90

Ala

Thr

Glu

Hisg

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

75

Val

Thr

Lys

Met

Ser

Val

Asn

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile Pro

Leu Phe
30

Glu Gly
45

Gly Phe

Thr Asn

Asp Thr

Asn Gly
110

Asp His
125

Glu Thr

Ala Tyr

155

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Len

95

Gly

Glu

Len

Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Val

Len



10

Gly

Arg

Val

Gly

Lys

65

Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg
145

<210> 17
<211> 159
<212> PRT

Val

Leu

Ala

Pro

Tyr

Ser

Ile

Leu

Ala

130

Ala

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Ser

Lys

115

Glu

Val

<213> Betula verrucosa

<400> 17

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

Gln

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp

Val

85

Glu

Azn

Ile

Ser

ES 2 685478 T3

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Azn

Lys

Tyr
150

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Leu

Glu

Leu

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Leu

Ala

Asgp

25

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

20

Ala

Thr

Glu

His

Ser

Asgp

Asn

Pro

Asp

15

Val

Thr

Lys

Met

Ser
155

Val

Azn

Ile

Glu

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asn

Asgp

125

Glu

Ala

Pro

Phe

30

Gly

Phe

Azn

Thr

Gly

110

His

Thr

Tyr

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Leu

Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Val

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

1

5

10

15

Arg Len Phe Lys Ala Phe Ile leu Asp Gly Asp Asn Len Phe Pro Lys

20

25

25

30
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Val

Gly

Lys

65

Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg
145

<210> 18
<211>159
<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 18

Ala Pro Gln

35

Pro Gly Thr

50

Tyr Val Lys

Ser Tyr Ser

Ile Ser Asn

Len Lys Ile

ES 2 685478 T3

Ala Ile

Ile Lys

Asp Arg

Vval Ile

85

100

115

Ala Glu Gln

130

Ala Val Glu

Gly Val Phe

1

Arg Len Phe

Val Ala Pro

35

Gly Pro Gly

50

Lys Tyr Val

65

Tyr Asn Tyr

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp

Val
85

Glu Ile

Ser Asn

Ile Lys

Arg Tyr

150

Glu Ile

Phe Ile

Ile Ser

Lys Lys

55

Arg Val

70

Ile Glu

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Len

Glu

Len

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Len

26

Val Glu

Ser Phe

Glu Val Asp

Gly Pro

90

Val Ala

105

His Thr

Lyg Glu

Ala His

Thr Thr

10

Asp Gly

Val Glu

Asn Phe

Glu Val

Gly Pro

90

Asn

Pro

Val

Thr

Lys

Met

Ser

Ile Glu

45

Glu Gly

60

His Ala

Gly Asp

Pro Asp

Gly Asp

125

Gly Glu

140

155

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

75

Val

Val

Asn

Ile

Glu

His

Gly

Asp Ala

Ile Pro

Len Val

30

Glu Gly

45

Gly Phe

Thr Asn

Asp Thr

Gly

Ile

Asn

Thr

Gly

110

His

Thr

Tyr

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Leu
95

Asn

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Leu

Asn

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Val

Leu

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu



ES 2 685478 T3

Lys Ile Ser Asn Glu Ile Lys Ile Val Ala Thr Pro Asp Gly Gly Cysg
100 105 110

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

Lys Ala Glu Gln Val Lys Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leun
130 138 140

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser Asp Ala Tyr Asn
145 150 155

<210> 19

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 19

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

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

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

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Asn Phe Pro Glu Gly Phe Pro Phe
50 55 &0

Lys Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Asn Phe Lys
65 70 75 80

Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Val Gly Asp Thr Leu Glu
85 90 95

Lys Ile Ser Asn Glu Ile Lys Ile Val Ala Thr Pro Asp Gly Gly Cys
100 105 110

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

Lys Ala Glu Gln Val Lys Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu
130 135 140

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser Asp Ala Tyr Asn
145 150 155

27
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15

<210> 20
<211> 159
<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 20

Gly val
1

Arg Len

Val Ala

Gly Pro
50

Lys Tyr
65

Tyr Asn

Lys Tle

Val Leu

Lys Ala
130

Arg Ala
145

<210> 21
<211> 159
<212> PRT

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Ser

Lys

115

Glu

Val

<213> Betula verrucosa

<400> 21

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

Gln

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp

Val

85

Glu

Ser

Val

Ser

ES 2 685478 T3

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Ser

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Leu

Glu

Len

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Leu

Thr

Glu

25

Val

Asn

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

90

Ala

Thr

Glu

Hisg

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

75

Val

Thr

Lys

Met

Ser
155

Val

Asn

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile

Len

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asp

Asn

125

Glu

Ala

Pro

Ile

30

Gly

Phe

Asn

Thr

Gly

110

His

Thr

Tyr

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Len

95

Gly

Glu

Len

Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Cys

Val

Len

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

1

5

10

15

Arg Met Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Lys Leu Val Pro Lys

20

28

25

30
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Val Ala

Gly Pro

Lys Tyr
65

Tyr Asn

Lys Ile

Val Leu

Lys Ala
130

Arg Ala
145

<210> 22
<211>159
<212> PRT

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Ser

Lys

115

Glu

Val

<213> Betula verrucosa

<400> 22

Gly Val
1

Arg Leu

Val Ala

Gly Pro
50

Lys Tyr
65

Tyr Asn

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

Gln

Glu

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Ala

Ile

Asp

Val

85

Glu

Ser

Val

Ser

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asgp

Val
85

ES 2 685478 T3

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Len

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Len

Glu

Leu

Ser

40

Ile

Asgp

Gly

29

Val

Asn

Glu

Gly

Val

105

Hisg

Lys

Ala

Thr

Asgp

25

Val

Ser

Glu

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

90

Ala

Thr

Glu

His

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro
90

Asn

Pro

Asp

75

Val

Thr

Lys

Met

Ser
155

Ser

Asgp

Asn

Pro

Asgp

15

Val

Ile

Glu

60

Hisg

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Val

Azn

Ile

Glu

60

His

Gly

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asp

Asn

125

Glu

Ala

Ile

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Gly

Phe

Asn

Thr

Gly

110

Hisg

Thr

Tyr

Pro

Phe

30

Gly

Phe

Azn

Thr

Asn

Pro

Phe

Len

95

Gly

Glu

Len

Asn

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Leu
95

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Cys

Val

Len

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu



ES 2 685478 T3

Lys Ile Ser Asn Glu Ile Lys Ile Val Ala Thr Pro Asp Gly Gly Cys
100 105 110

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

Lys Ala Glu Gln Val Lys Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu
130 135 140

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser Asp Ala Tyr Asn
145 150 155

<210> 23

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 23

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

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

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

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

Lys Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Asn Phe Lys
65 70 15 80

Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile Gly Asp Ile Leu Glu
85 20 95

Lys Ile Ser Asn Glu Ile Lys Ile Val Ala Thr Pro Asp Gly Gly Cys
100 105 110

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

Lys Ala Glu Gln Val Lys Ala Ser Lys Glu Met Gly Glu Thr Leu Leu
130 135 140

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser Asgp Ala Tyr Asn
145 150 155

30



10

15

<210> 24
<211> 159
<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 24

Gly val
1

Arg Leu

Val Ala

Gly Pro
50

Lys Tyr
65

Tyr Asn

Lys Ile

Val Leu

Lys Ala
130

Arg Ala
145

<210> 25
<211> 159
<212> PRT

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Ser

Lys

115

Glu

Val

<213> Betula verrucosa

<400> 25

Azn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Azn

100

Ile

Gln

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp

Val

85

Glu

Ser

Val

Ser

ES 2 685478 T3

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala
135

Glu

Leu

Ser

40

Ile

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Leu

Thr

Asp

25

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

20

Ala

Thr

Glu

His

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

75

Ile

Thr

Lys

Met

Ser
155

Val

Asn

Ile

Gly

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asgp

Ile

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asgp

Asn

125

Glu

Ala

Pro

Phe

30

Gly

Leu

Asn

Thr

Gly

110

His

Thr

Tyr

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Leu

Azn

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Cys

Val

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

1

5

10

15

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Asn Leu Phe Pro Lys

20

31

25

30



10

Val Ala

Gly Pro
50

Lys Tyr
65

Tyr Ser

Lys Ile

Ile Leu

Lys Ala
130

Arg Ala
145

<210> 26
<211>159
<212> PRT

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Ser

Lys

115

Glu

Val

<213> Betula verrucosa

<400> 26

Gly Val
1

Arg Leu

Val Ala

Gly Pro
50

Lys Tyr
65

Tyr Ser

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Gln

Thr

Lys

Ser

Azn

100

Ile

Gln

Glu

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Ala

Ile

Asp

Val

g5

Glu

Ser

Ile

Ser

Tyr

Ala

Ala

Ile

Glu

Met

ES 2 685478 T3

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala
135

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Ser
40

Ile

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Leu

Glu

Leu

Ser

40

Ile

Asp

Gly

32

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Thr

Glu

25

Val

Thr

Glu

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

90

Ala

Thr

Glu

His

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Ala
920

Azn

Pro

Ala

75

Ile

Thr

Lys

Met

Ser
155

Ser

Asgp

Azn

Pro

Asgp
75

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Val

Thr

Ile

Glu

60

His

Gly

Glu

45

Gly

Lys

Asgp

Asgp

Asp

125

Glu

Ala

Ile

Glu

45

Gly

Ala

Asgp

Gly

Phe

Asn

Thr

Gly

110

His

Thr

Tyr

Pro

Ile

30

Gly

Ser

Azn

Thr

Azn

Pro

Phe

Leu

95

Arg

Glu

Leu

Azn

Ala

15

Pro

Azn

Pro

Phe

Leu

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Val

Leu

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu



ES 2 685478 T3

Lyg Ile Cys Asn Glu Ile Lys Ile Val Ala Thr Pro Asp Gly Gly Ser
100 105 110

Ile Leu Lysg Ile Ser Asn Lysg Tyr Hig Thr Lys Gly Asp His Glu Met
115 120 125

Lys Ala Glu His Met Lys Ala Ile Lys Glu Lys Gly Glu Ala Len Len
130 135 140

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser Asp Ala Tyr Asn
145 150 155

<210> 27

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 27

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

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

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

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

Lys Tyr Val Lys Glu Arg Val Asp Glu Val Asp His Ala Asn Phe Lys
65 70 15 80

Tyr Ser Tyr Ser Met Ile Glu Gly Gly Ala Leu Gly Asp Thr Leu Glu
85 20 95

Lys Ile Cys Asn Glu Ile Lys Ile Val Ala Thr Pro Asp Gly Gly Ser
100 105 110

Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Tyr His Thr Lys Gly Asp His Glu Met
115 1290 125

Lys Ala Glu His Met Lys Ala Ile Lys Glu Lys Gly Glu Ala Leu Leu
130 135 140

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser Asp Ala Tyr Asn
145 150 155

33



10

15

<210> 28
<211> 159
<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 28
Gly
1

Arg

Val

Gly

Lys

65

Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg
145

<210> 29
<211> 159
<212> PRT

Val

Len

Ala

Pro

50

Tyr

Ser

Ile

Len

Ala

130

Ala

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Cys

Lys

115

Glu

Val

<213> Betula verrucosa

<400> 29

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

Hisg

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Glu

Met

85

Glu

Ser

Met

Ser

ES 2 685478 T3

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Ser

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Len

Glu

Len

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ile

Len

34

Thr

Glu

25

Val

Thr

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Ala

90

Ala

Thr

Glu

His

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

75

Leu

Thr

Lys

Lys

Ser
155

Val

Thr

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile

Len

Glu

45

Gly

Ala

Asp

Asp

Asp

125

Glu

Ala

Pro Ala
15

Ile Pro
30

Gly Asn

Ser Pro

Asn Phe

Thr Leu

95

Gly Gly

110

Gln Glu

Ala Leu

Tyr Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Met

Leu



Gly

Arg

Val

Gly

Lys
65

Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg
145

<210> 30
<211> 159
<212> PRT

Val

Leu

Ala

Pro

50

Tyr

Ser

Ile

Leu

Ala

130

Ala

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Cys

Lys

115

Glu

Val

<213> Betula verrucosa

<400> 30

Azn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

His

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Glu

Met

85

Glu

Ser

Met

Ser

ES 2 685478 T3

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Azn

Lys

Tyr
150

Ser

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Leu

Glu

Leu

Ser

40

Ile

Asgp

Gly

Ile

Tyr

120

Ile

Leu

35

Thr

Asgp

25

Val

Thr

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Thr
10

Gly

Glu

Phe

Val

Ala

20

Ala

Thr

Glu

His

Ser

Asgp

Asn

Pro

Asgp

15

Leu

Thr

Lys

Lys

Ser
155

Val

Azn

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile

Leu

Glu

45

Gly

Ala

Asgp

Asp

Asgp

125

Glu

Ala

Pro

Ile

30

Gly

Ser

Azn

Thr

Gly

110

His

Ala

Tyr

Ala
15

Pro

Asn

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Met



Gly

Arg

Val

Gly

Lys

65

Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg

145

<210> 31
<211> 159
<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 31

Val

Leu

Ala

Pro

50

Tyr

Ser

Ile

Leu

Ala
130

Ala

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Cys

Lys
115

Glu

Val

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

His

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Glu

Met

g5

Glu

Ser

Met

Ser

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Azn

Lys

Tyr
150

ES 2 685478 T3

Ser

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala
135

Glu

Leu

Ser

40

Ile

Asgp

Gly

Ile

Tyr
120

Ile

Leu

Thr

Asp

25

Val

Thr

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

36

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Ala

90

Ala

Thr

Glu

His

Ser

Asp

Azn

Pro

Asgp

15

Leu

Thr

Lys

Lys

Ser
155

Val

Azn

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly
140

Asp

Ile

Glu

45

Gly

Ala

Asgp

Asp

Asgp
125

Glu

Ala

Pro

Ile

30

Gly

Ser

Azn

Thr

Gly

110

His

Ala

Tyr

Ala

15

Pro

Azn

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Leu

Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Met

Leu



Gly

Arg

Val

Gly

Lys

65

Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg
145

<210> 32
<211> 159
<212> PRT

Val

Ala

Pro

50

Tyr

Ala

Ile

Leu

Ala

130

Ala

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Cys

Lys

115

Glu

Val

<213> Betula verrucosa

<400> 32

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

His

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Glu

Met

85

Glu

Ser

Ser

ES 2 685478 T3

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Azn

Lys

Tyr
150

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Leu

Glu

Ser

40

Ile

Asgp

Gly

Ile

Tyr

120

Ile

Leu

Thr

Aszp

25

val

Thr

Glu

Gly

val

105

His

Lys

Ala

37

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Ala

20

Ala

Thr

Glu

His

Ser

Asp

Asn

Pro

Asgp

15

Leu

Thr

Lys

Lys

Ser
155

Val

Azn

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile

Leu

Glu

45

Gly

Ala

Asp

Asp

Asp

125

Glu

Ala

Pro

Ile

30

Gly

Ser

Azn

Thr

Gly

110

His

Ala

Tyr

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Met

Leu



10

Gly

Arg

Val

Gly

Lys

65

Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg
145

<210> 33
<211>159
<212> PRT

Val

Leu

Ala

Pro

50

Tyr

Ser

Ile

Leu

Ala

130

Ala

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Cys

Lys

115

Glu

Val

<213> Betula verrucosa

<400> 33

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

His

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Glu

Met

85

Glu

Ser

Met

Ser

ES 2 685478 T3

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Leu

Glu

Leu

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ile

Leu

Thr

Asp

25

Val

Thr

Glu

Gly

Val

105

Hisg

Lys

Ala

Thr Ser
10

Gly Asp

Glu Asn

Phe Pro

Val Asp

75

Ala Leu

90

Ala Thr

Thr Lys

Glu Lys

Hig Ser
155

Val

Asn

Ile

Glu

60

Hisg

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile

Leu

Glu

45

Gly

Ala

Asp

Asp

Asp

125

Glu

Ala

Pro

Ile

30

Gly

Ser

Asn

Thr

Gly

110

Hisg

Ala

Tyr

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Len

95

Gly

Glu

Len

Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Met

Len

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

1

5

10

15

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Asp Gly Asp Asn Leu Ile Pro Lys

20

25

30

Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Glu Agn Ile Glu Gly Asn Gly

35

40

38

45



10

Gly Pro
50

Lys Tyr
65

Tyr Ser

Lys Ile

Ile Leu

Lys Ala
130

Arg Ala
145

<210> 34
<211>159
<212> PRT

Gly

Val

Tyr

Cys

Lys

115

Glu

Val

<213> Betula verrucosa

<400> 34

Gly val
1

Arg Leu

Val Ala

Gly Pro
50

Lys Tyr
65

Tyr Ser

Lys Tle

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Cys

Thr

Lys

Ser

Azn

100

Ile

His

Glu

Asp

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn
100

Ile

Glu

Met

Glu

Ser

Met

Ser

Tyr

Ala

Thr

Ile

Glu

Val

85

Glu

ES 2 685478 T3

Lys

Arg

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Glu

Phe

Val

Lys

Arg

Ile

Ile

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala
135

Gly

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Ile

Asp

Gly

Leu

Tyr

120

Ile

Leu

Glu

Leu

Cys

40

Ile

Asp

Gly

Ile

39

Thr

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Thr

Asp

25

Val

Thr

Glu

Gly

Val
105

Phe

Val

Ala

Ala

Thr

Glu

His

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Ala

90

Pro

Pro

Thr

Lys

Lys

Ser
155

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

Val

Ala

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Ala

140

Asgp

Val

Asn

Ile

Glu

60

Hisg

Gly

Pro

Gly

Ala

Asp

Asp

Asp

125

Glu

Ala

Ile

Leu

Glu

45

Gly

Val

Asp

Gly

Ser

Asn

Thr

Gly

110

His

Ala

Tyr

Pro

Ile

30

Gly

Ser

Asn

Thr

Gly
110

Pro

Phe

Leu

Gly

Glu

Leu

Azn

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Len

95

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Leu

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser



ES 2 685478 T3

Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Tyr His Thr Lys Gly Asn His Glu Met
115 1290 125

Lys Ala Glu Gln Ile Lys Ala Ser Lys Glu Lys Ala Glu Ala Leu Phe
130 135 140

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala His Ser Asp Ala Tyr Asn
145 150 155

<210> 35

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 35

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

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

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

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Ly Ile Thr Phe Pro Glu Gly Ser Pr¢ Phe
50 55 60

Lys Tyr Val Lys Glu Arg Val Asp Glu Val Asp Arg Val Asn Phe lys
65 70 75 80

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

Lyg Tle Cys Asn Glu Ile Lys Ile Val Pro Ala Pro¢ Gly Gly Gly Ser
100 105 110

Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Tyr His Thr Lys Gly Asn His Glu Met
115 120 125

Lys Ala Glu Gln Ile Lys Ala Ser lys Glu Lys Ala Glu Ala Len Phe
130 135 140

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu Leu Ala Hig Ser Asp Ala Tyr Asn
145 150 155

<210> 36
<211> 159
<212> PRT

40



ES 2 685478 T3

<213> Betula verrucosa
<400> 36

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

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

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

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys$ Ile Thr Phe Pro Glu Gly Ser Pr¢ Phe
50 55 60

Lys Tyr Val Lys Glu Arg Val Asp Glu Val Asp Arg Val Asn Phe Llys
65 70 75 80

Tyr Ser Phe Ser Val Tle Glu Gly Gly 2la Val Gly Asp Ala Leu Glu
85 90 95

Lys Val Cys Asn Glu Tle Lys Ile Val Ala Ala Pr¢ Asp Gly Gly Ser
100 105 110

Ile Leu Lys Ile Ser Asn Lys Phe His Thr Lys Gly Asp His Glu Ile
115 120 125

Asn Ala Glu Gln Ile Lys Ile Glu Lys Glu Lys Ala Glu Gly Leu Leu
130 135 140

Lyg Ala Val Glu Ser Tyr Hig Leu Ala Hig Ser Asp Ala Tyr Asn
145 150 155

<210> 37

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<400> 37

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

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

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

41



10

Gly

Lys
65

Tyr

Lys

Ile

Azn

Lys
145

<210> 38
<211>159
<212> PRT

Pro
50

Tyr

Ser

Val

Ala
130

Ala

Gly

Val

Phe

Cys

Lys

115

Glu

Val

<213> Betula verrucosa

<400> 38

Gly

1

Arg

Val

Gly

Lys

65

Tyr

Lys

Val

Len

Ala

Pro

50

Tyr

Cys

Ile

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Met

Tyr

Ser

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

Gln

Glu

Asn

Lys

20

Glu

Thr

Lys

Ser

Tyr
100

Ile

Glu

Val

g5

Glu

Ser

Ile

Ser

Tyr

Ser

Asn

Ile

His

Ile

85

Glu

ES 2 685478 T3

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Glu

Phe

Val

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ile

135

Leu

Asp

Val

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Ile

Asp

Gly

Ile

Phe

120

Glu

Glu

Len

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

42

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Ala

Asp

Ala

Thr

Glu

Gly

Val
105

Phe

Val

Ala

90

Ala

Thr

Glu

His

Thr

10

Ala

Glu

Phe

Ile

Pro

90

Ala

Pro

Asp

15

Val

Ala

Lys

Lys

Ser
155

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

75

Leu

Ala

Glu

60

Arg

Gly

Pro

Gly

Ala

140

Asp

Val

Asn

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Val

Asgp

Asp

Asp

125

Val

Ala

Ile

Len

Glu

45

Gly

Ala

Asp

Gly

Ser

Asn

Ala

Gly

110

His

Gly

Tyr

Ala

Ile

30

Gly

Ser

Asn

Thr

Gly
110

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Asn

Pro

15

Pro

Asn

His

Phe

Leu

95

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Ile

Leu

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 685478 T3

Ile Leu Lys Ile Thr Ser Lys Tyr His Thr Lys Gly Asp Ile Ser Leu

115 120

125

Agn Glu Glu Glu Ile Lys Ala Gly Lys Glu Lys Gly Ala Gly Leu Phe

130 135

140

Lys Ala Val Glu Asn Tyr Leu Val Ala His Pro Asn Ala Tyr Asn

145 150

<210> 39

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (25)..(25)
<223>XesD,K R, Y,H, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (28)..(28)
<223>XesN,K, R, Y, 1,0 W

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (43)..(43)
<223>XesN,Y,H 1I,L,0E

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (46).. (46)
<223>XesG,P,V,D, T,oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (47)..(47)
<223>XesN,E, L, 1Y, 0P

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (80)..(80)
<223>XesK,Y,E,W, 1, 0L

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (82)..(82)
<223>XesN,K R, Y,E, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (84)..(84)

<223>Xes S, K, R,D,E,0Y

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (99)..(99)
<223>XesS,K,R,D,Y,0V

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (101)..(101)

43

155



ES 2 685478 T3

<223>XesE, KR, Y, [,oW

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (117)..(117)
<223>Xes S, K, R,D,Y, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (119)..(119)
<223>XesK,E, Y,L, W, ol

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (158)..(158)
<223>XesY,D,E L P, ol

<400> 39

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

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

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

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

Lyg Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp Hig Thr Asn Phe Xaa
65 70 75 80

Tyr ¥Xaa Tyr Xaa Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu
85 80 95

Lys Ile Xaa Asn Xaa Ile Lys Ile Val Ala Thr Pro Asp Gly Gly Ser
100 105 110

Ile Leu Lyg Ile Xaa Asn Xaa Tyr Hig Thr Lys Gly Asp Hig Glu Val
115 120 125

Lys Ala Glu Gln Val Lys Ala Ser lLys Glu Met Gly Glu Thr Len Len
130 135 140

Arg Ala Val Glu Ser Tyr Leu lLeu Ala His Ser Asp Ala Xaa Asn
145 150 155

<210> 40

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

44



10

15

20

25

<400> 40

Gly Val Phe
1

Arg Len Phe

Val Ala Pro
35

Gly Pro Gly
50

Lys Tyr Val
65

Tyr Asn Tyr

Lys Ile Ser

Ile Leu Lys
115

Lys Ala Glu
130

Arg Ala Val
145

<210> 41

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (25)..(25)

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Ser

Asn

100

Ile

Gln

Glu

<223>XesD,K, R, Y,H, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (28)..(28)

<223>XesN, K, R, Y,l,oW

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (43)..(43)

<223>XesN,Y,H, |,L,0oE

<220>
<221> MESC_FEATURE

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp

Val

85

Lys

Ser

Val

Ser

ES 2 685478 T3

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Lys

Ala

135

Len

Glu

Len

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Len

45

Thr

Asp

25

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

90

Ala

Thr

Glu

His

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

75

Ile

Thr

Lys

Met

Ser
155

Val

Lys

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile

Len

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asp

Asp

125

Glu

Ala

Pro

Phe

30

Gly

Phe

Asn

Thr

Gly

110

His

Thr

Tyr

Ala

15

Pro

Asn

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Leu

Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Lys

80

Glu

Ser

Val

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<222> (46).. (46)
<223>XesG,P,V,D, T,oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (47)..(47)
<223>XesN,E, L, 1Y, 0P

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (80)..(80)
<223>XesK,Y,E,W, 1, 0L

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (82)..(82)
<223>XesN,K R, Y,E oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (84)..(84)
<223>XesS,K,R,D,E,0Y

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (99)..(99)
<223>XesS,K,R,D,Y,0V

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (101)..(101)

<223>XesK R, Y,loW

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (117)..(117)
<223>XesS,K,R,D,YolL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (119)..(119)
<223>XesK,E, Y,L, W, ol

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (158)..(158)
<223>XesY,D,E L P, ol

<400> 41

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

1

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Xaa Gly Asp Xaa Leu Phe Pro Lys

20

5

ES 2 685478 T3

25

46

10

30

15



10

15

20

25

30

Val Ala Pro Gln
35

Gly Pro Gly Thr
50

Lyg Tyr Val Lys
65

Tyr Xaa Tyr Xaa

Lys Ile Xaa Asn
100

Ile Leu Lys TIle
115

Lys Ala Glu Gln
130

Arg Ala Val Glu
145

<210> 42

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (25)..(25)
<223>XesD,K R, Y,H, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (28)..(28)
<223>XesN,K, R, Y, 1,0 W

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (43)..(43)
<223>XesN,Y,H I,L,0E

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (46).. (46)
<223>XesG,P,V,D, T,oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (47)..(47)
<223>XesN,E, L, 1Y, 0P

<220>
<221> MESC_FEATURE

Ala

Ile

Asp

Val

85

Xaa

Xaa

Val

Ser

ES 2 685478 T3

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Xaa

Ala

135

Leu

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Leu

47

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

Hisg

Lys

Ala

Glu

Phe

Val

Pro

90

Ala

Thr

Glu

Hisg

Xaa

Pro

Asp

75

Ile

Thr

Lys

Met

Ser
155

Ile

Glu

60

Hisg

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asp

Asp

125

Glu

Ala

Xaa

Phe

Asn

Thr

Gly

110

Hisg

Thr

Xaa

Xaa

Pro

Phe

Len

95

Gly

Glu

Len

Asn

Gly

Phe

Xaa

80

Glu

Ser

Val

Len



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 685478 T3

<222> (80)..(80)
<223>XesY,E,W, 1, 0L

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (82)..(82)
<223>XesN,K, R, Y,E, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (84)..(84)
<223>XesS,K,R,D,E,0Y

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (99)..(99)
<223>XesS,K,R,D,Y,0V

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (101)..(101)
<223>XesE, K R, Y, l,0 W

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (117)..(117)
<223>Xes S, K, R,D,Y, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (119)..(119)
<223>XesK,E, Y,L, W, ol

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (158)..(158)
<223>XesY,D,E L P, ol

<400> 42

48



10

15

20

25

Gly Val Phe Asn

Arg Leu Phe Lys
20

Val Ala Pro Gln
35

Gly Pro Gly Thr
50

Lys Tyr Val Lys
65

Tyr Xaa Tyr Xaa

Lys Ile Xaa Asn
100

Ile Leu Lys Ile
115

Lys Ala Glu Gln
130

Arg Ala Val Glu
145

<210> 43

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (25)..(25)
<223>XesD,K R, Y,H, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (28)..(28)
<223>XesN,K, R, Y, l,0 W

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (43)..(43)
<223>XesN,Y,H 1I,L,0E

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (46).. (46)
<223>XesG,P,V,D, T,oL

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp

Val

85

Xaa

Xaa

Val

Ser

ES 2 685478 T3

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg
70

Ile

Ile

Azn

Lys

Tyr
150

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Xaa

Ala

135

Leu

Glu

Leu

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Leu

49

Thr

Xaa

25

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

20

Ala

Thr

Glu

His

Ser

Asp

Xaa

Pro

Asp
75

Ile

Thr

Lys

Met

Ser
155

Val

Xaa

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile

Leu

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asp

Asgp

125

Glu

Ala

Pro

Phe

30

Xaa

Phe

Asn

Thr

Gly

110

His

Thr

Xaa

Ala

15

Pro

Xaa

Pro

Phe

Leu
95

Gly

Glu

Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Xaa
80

Glu

Ser

Val
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15

20

25

30

35

40

45

ES 2 685478 T3

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (47)..(47)
<223>XesN,E, L, 1Y, 0P

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (80)..(80)
<223>XesK,Y,E,W, 1, 0L

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (82)..(82)
<223>XesK,R,Y,E, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (84)..(84)
<223>XesS,K,R,D,E,0Y

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (99)..(99)
<223>XesS,K,R,D,Y,0V

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (101)..(101)
<223>XesE, K R, Y, l,0W

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (117)..(117)
<223>Xes S, K, R,D,Y, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (119)..(119)
<223>XesK, E, Y,L, W, ol

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (158)..(158)
<223>XesY,D,E L P, ol

<400> 43

50



10

15

20

25

Gly Val Phe Asn

Arg Leu Phe Lys
20

Val Ala Pro Gln
35

Gly Pro Gly Thr
50

Lys Tyr Val Lys
65

Tyr Xaa Tyr Xaa

Lys Ile Xaa Asn
100

Ile Leu Lys Ile
115

Lys Ala Glu Gln
130

Arg Ala Val Glu
145

<210> 44

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (25)..(25)
<223>XesD,K R, Y,H, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (28)..(28)
<223>XesN,K, R, Y,l,0 W

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (43)..(43)
<223>XesN,Y,H 1I,L,0E

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (46).. (46)

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asgp

Val

85

Xaa

Xaa

Val

Ser

ES 2 685478 T3

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Azn

Lys

Tyr
150

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Xaa

Ala
135

Leu

Glu

Ser

40

Ile

Asgp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Leu

Thr

Xaa

25

val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

51

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

20

Ala

Thr

Glu

His

Ser

Asgp

Xaa

Pro

Asgp

75

Ile

Thr

Lys

Met

Ser
155

Val

Xaa

Ile

Glu

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile

Leu

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asgp

Asgp
125

Glu

Ala

Pro

Phe

30

Xaa

Phe

Azn

Thr

Gly
110

His

Thr

Xaa

Ala

15

Pro

Xaa

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Leu

Azn

Ala

Lys

Gly

Phe

Xaa

80

Glu

Ser

Val

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 685478 T3

<223>XesG,P,V,D,T,oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (47)..(47)
<223>XesN,E, L, 1Y, 0P

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (80)..(80)
<223>XesK,Y,E,W, 1, 0L

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (82)..(82)
<223>XesN,K R, Y,E, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (84)..(84)
<223>XesK,R,D,E,0Y

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (99)..(99)
<223>XesS,K,R,D,Y,0V

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (101)..(101)
<223>XesE, K R, Y, l,0W

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (117)..(117)
<223>Xes S, K, R,D,Y, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (119)..(119)
<223>XesK, E, Y,L, W, ol

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (158)..(158)
<223>XesY,D,E L P, ol

<400> 44

52



10

15

20

25

Gly

Arg

Val

Gly

Lys

65

Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg
145

<210> 45
<211> 159
<212> PRT

Val

Ala

Pro

50

Tyr

Xaa

Ile

Leu

Ala

130

Ala

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Xaa

Lys

115

Glu

Val

<213> Betula verrucosa

<220>

<221> MESC_FEATURE
<222> (25)..(25)
<223>XesD,K R, Y,H, oL

<220>

<221> MESC_FEATURE
<222> (28)..(28)
<223>XesN,K, R, Y,l,0 W

<220>

<221> MESC_FEATURE
<222> (43)..(43)
<223>XesN, Y, H, I, L, 0 E

<220>

<221> MESC_FEATURE
<222> (46).. (46)

Azn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Xaa

Azn

100

Ile

Gln

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asgp

Val

85

Xaa

Xaa

Val

Ser

ES 2 685478 T3

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Azn

Lys

Tyr
150

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Xaa

Ala

135

Leu

Glu

Ser

40

Ile

Asgp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Leu

53

Thr

Xaa

25

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

20

Ala

Thr

Glu

His

Ser

Asp

Xaa

Pro

Asgp

15

Ile

Thr

Lys

Met

Ser
155

Val

Xaa

Ile

Glu

60

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asgp

Ile

Leu

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asgp

Asgp

125

Glu

Ala

Pro

Phe

30

Xaa

Phe

Azn

Thr

Gly

110

His

Thr

Xaa

Ala

15

Pro

Xaa

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Leu

Azn

Ala

Lys

Gly

Phe

Xaa

80

Glu

Ser

Val

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 685478 T3

<223>XesG,P,V,D,T,oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (47)..(47)
<223>XesN,E, L, 1Y, 0P

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (80)..(80)
<223>XesK,Y,E,W, 1, 0L

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (82)..(82)
<223>XesN,K R, Y,E, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (84)..(84)
<223>XesS,K,R,D,E,0Y

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (99)..(99)
<223>XesK,R,D,Y, 0V

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (101)..(101)
<223>XesE, K R, Y,l,0W

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (117)..(117)
<223>Xes S, K, R,D,Y, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (119)..(119)
<223>XesK, E, Y,L, W, ol

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (158)..(158)
<223>XesY,D,E L P, ol

<400> 45

54



10

15

20

25

Gly Val Phe Asn

Arg Leu Phe Lys
20

Val Ala Pro Gln
35

Gly Pro Gly Thr

Lys Tyr Val Lys
65

Tyr Xaa Tyr Xaa

Lys Ile Xaa Asn
100

Ile Leu Lys Ile
115

Lys Ala Glu Gln
130

Arg Ala Val Glu
145

<210> 46

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (25)..(25)
<223>XesD,K R, Y,H, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (28)..(28)
<223>XesN,K, R, Y, 1,0 W

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (43)..(43)
<223>XesN, Y, H,I,L,0E

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (46)..(46)

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asgp

Val

85

Xaa

Xaa

Val

Ser

ES 2 685478 T3

Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Azn

Lys

Tyr
150

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Xaa

Ala

135

Leu

Glu

Leu

Ser

40

Ile

Asgp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Leu

55

Thr

Xaa

25

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

His

Lys

Ala

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

20

Ala

Thr

Glu

His

Ser

Asp

Xaa

Pro

Asgp

15

Ile

Thr

Lys

Met

Ser
155

Val

Xaa

Ile

Glu

His

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile

Leu

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asp

Asp

125

Glu

Ala

Pro

Phe

30

Xaa

Phe

Azn

Thr

Gly

110

His

Thr

Xaa

Ala

15

Pro

Xaa

Pro

Phe

Leu

95

Gly

Glu

Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Xaa

80

Glu

Ser

Val



10

15

20

25

30

35

40

45

<223>XesG,P,V,D,T,oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (47)..(47)
<223>XesN,E, L, 1Y, 0P

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (80)..(80)
<223>XesK,Y,E,W, 1, 0L

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (82)..(82)
<223>XesN,K R, Y,E, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (84)..(84)
<223>XesS,K,R,D,E,0Y

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (99)..(99)
<223>XesS,K,R,D,Y,0V

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (101)..(101)
<223>XesE, K, R, Y, l,0 W

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (117)..(117)
<223>XesK,R,D,Y,0L

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (119)..(119)
<223>XesK, E, Y,L, W, ol

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (158)..(158)
<223>XesY,D,E L P, ol

<400> 46

ES 2 685478 T3

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

Arg Leu Phe Lys Ala Phe Ile Leu Xaa Gly Asp Xaa Leu Phe Pro Lys
20 25 30
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10

15

20

25

30

Val Ala Pro Gln
35

Gly Pro Gly Thr
50

Lyg Tyr Val Lys
65

Tyr Xaa Tyr Xaa

Lys Ile ¥Xaa Asn
100

Ile Leu Lys TIle
115

Lys Ala Glu Gln
130

Arg Ala Val Glu
145

<210> 47

<211> 159

<212> PRT

<213> Betula verrucosa

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (25)..(25)
<223>XesD,K R, Y,H, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (28)..(28)
<223>XesN,K, R, Y,l,0 W

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (43)..(43)
<223>XesN,Y,H I,L,0E

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (46).. (46)
<223>XesG,P,V,D, T,oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (47)..(47)
<223>XesN,E, L, 1Y, 0P

<220>

Ala

Ile

Asp

Val

85

Xaa

Xaa

Val

Ser

ES 2 685478 T3

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Xaa

Ala

135

Len

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Len

57

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

Hisg

Lys

Ala

Glu

Phe

Val

Pro

90

Ala

Thr

Glu

His

Xaa

Pro

Asp

75

Ile

Thr

Lys

Met

Ser
155

Ile

Glu

60

Hisg

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asp

Asp

125

Glu

Ala

Xaa

Phe

Asn

Thr

Gly

110

Hisg

Thr

Xaa

Xaa

Pro

Phe

Len

95

Gly

Glu

Len

Asn

Gly

Phe

Xaa

80

Glu

Ser

Val

Len



10

15

20

25

30

35

40

<221> MESC_FEATURE
<222> (80)..(80)
<223>XesK,Y,E,W, 1, 0L

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (82)..(82)
<223>XesN,K R, Y,E, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (84)..(84)
<223>XesS,K,R,D,E,0Y

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (99)..(99)
<223>XesS,K,R,D,Y,0V

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (101)..(101)
<223>XesE, K R, Y, l,0 W

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (117)..(117)
<223>Xes S, K, R,D,Y, oL

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (119)..(119)

<223>XesE,Y,L,W,ol

<220>
<221> MESC_FEATURE
<222> (158)..(158)
<223>XesY,D,E L P, ol

<400> 47

ES 2 685478 T3
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Gly

Arg

Val

Gly

Lys

65

Tyr

Lys

Ile

Lys

Arg
145

Val

Leu

Ala

Pro

50

Tyr

Xaa

Ile

Leu

Ala

130

Ala

Phe

Phe

Pro

35

Gly

Val

Tyr

Xaa

Lys

115

Glu

Val

Asn

Lys

20

Gln

Thr

Lys

Xaa

Asn

100

Ile

Gln

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ile

Asp

Val

85

Xaa

Xaa

Val

Ser
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Glu

Phe

Ile

Lys

Arg

70

Ile

Ile

Asn

Lys

Tyr
150

Thr

Ile

Ser

Lys

55

Val

Glu

Lys

Xaa

Ala

135

Len

Glu

Leu

Ser

40

Ile

Asp

Gly

Ile

Tyr

120

Ser

Len

59

Thr

Xaa

25

Val

Ser

Glu

Gly

Val

105

Hisg

Lys

Ala

Thr

10

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

90

Ala

Thr

Glu

His

Ser

Asp

Xaa

Pro

Asp

75

Ile

Thr

Lys

Met

Ser
155

Val

Xaa

Ile

Glu

60

Hisg

Gly

Pro

Gly

Gly

140

Asp

Ile

Leu

Glu

45

Gly

Thr

Asp

Asp

Asp

125

Glu

Ala

Pro

Phe

30

Xaa

Phe

Asn

Thr

Gly

110

Hisg

Thr

Xaa

Ala

15

Pro

Xaa

Pro

Phe

Len

95

Gly

Glu

Leu

Asn

Ala

Lys

Gly

Phe

Xaa

80

Glu

Ser

Val

Leu



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 685478 T3

REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido Bet v 1 recombinante hipoalergénico del polen de abedul basado en una matriz de secuencia de
aminoacidos de tipo silvestre como se representa en la SEQ ID NO: 3 o de cualquier otra isoforma de Bet v 1 de tipo
silvestre del mismo seleccionado de entre el grupo que consiste en las SEQ ID NO: 4-38, comprendiendo dicho
polipéptido

(1) una primera sustitucion de aminoacidos en una posicion del resto de aminoacido E101, en el que la primera
sustitucion de aminoacidos es E101K, y

(2) una segunda sustitucién de aminoacidos en una posicion del resto de aminoacido N28, en el que la segunda
sustitucion de aminoacidos es N28K.

2. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la matriz de una secuencia de aminoacidos de tipo
silvestre es como se representa en la SEQ ID NO: 3.

3. El polipéptido de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en el que el polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos
como se representa en la SEQ ID NO: 39, en el que la sustitucion de aminoacidos en la posicion 28 es K y la
sustitucién de aminoacidos en la posicién 101 es K.

4. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el polipéptido comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41, en el que la sustitucion de aminoacidos en la posicion E101 es Ky la
sustitucion de aminoacidos en la posicién N28 es K.

5. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el polipéptido tiene una
secuencia de aminoacidos como se representa en la SEQ ID NO: 40.

6. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que tiene una capacidad de liberacién
de histamina que esta reducida al menos 20x en comparacion con la capacidad de liberacion de histamina del Bet v
1 de tipo silvestre.

7. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 6, que tiene una capacidad de liberacién de histamina que esta
reducida al menos 100 x en comparacion con la capacidad de liberacién de histamina del Bet v 1 de tipo silvestre.

8. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones previas, en el que existen juntas al menos
dos, tres o cuatro sustituciones de aminoacidos.

9. Una composicion de vacuna que comprende al menos un polipéptido hipoalergénico de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-8 y un diluyente o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

10. La composicién de vacuna de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en el que la vacuna es para su administracion
sublingual.

11. Un polipéptido Bet v 1 recombinante del polen de abedul basado en la matriz de secuencia de aminoacidos de
tipo silvestre como se representa en la SEQ ID NO: 3 o cualquier otra isoforma del Bet v 1 de tipo silvestre del
mismo seleccionado de entre el grupo que consiste en las SEQ ID NO: 4-38, comprendiendo dicho polipéptido sea
naturalmente o por mutacion

(1) una primera sustitucion de aminoacidos en una posicion del resto de aminoacido E101, en el que la primera
sustitucion de aminoacidos es E101K, y

(2) una segunda sustitucion de aminoacidos en una posicion del resto de aminoacido N28, en el que la segunda
sustitucion de aminoacidos es N28K,

para su uso en una vacuna.
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Fig. 1
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Fig. 2
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1aa

160aa

1Bt v 1 de tipo silvestre

w

et v 1 NZ8K, E1K ﬁ
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Fig. 3
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GYFHYETETTSVIPAARLF KAF ILOGORLF PKYAFQATSSYEMTEGHGEFG 1 IKKISFPEGFFF KTVRORY DEVDHTNFETHTSY TEGGFIGDTLEKT SHETR TVATFDGGSILKI SHEYHTROOHEVER
GYFNYETE T TSVIPAARLFEAF ILOGOHLFPKYAPOALSSVENTEGRGGPG TIKKT SFPEGFPFKYSKORYDEVDIHTHFKYRYSY TEGGPTGDTLEXTSHETKTVATPOGGSILET SHKYHTKEOHEVKA
GYFNYETETTSVIPRARLF EAF ILDGOHLF PEYAPOATSSVENTEGHGEPG 1| IKKT SFPEGEFFEYVCDRY DEYVDH THF KYHTSY IEGGP IGD TLERTSHET K TVATPOGGSTLET SHKYHTEODHE YR
GYFNYETETTSYIPRARLFEAF ILOGDHLF MK YAPOAL SSVEHIEGHGEPG 1 1Kk ] SFPEGFPF Y VICORY DEVDHTHFKYHYSY IEGGPYGDTLERTSHET R TVAT PIGLSTLKT SHIKYHTKOOHEYEA
GRFNYE TERTSYIPRARLFKAF ILOGOHLF PEYAPOAT SSVEMIEGHGRFG ) TKKISFPEGFFF KYVEORVIEVIH THF EYHTSY LEGGPLGD | LEXTSHELRIVATPOGLSTLET SHKTHTKEDHEYER
GYFHYE TERTSVIPRARLFKAF ILDGOHL FPEYAPOATSSYERTEGHGEPG T TERISFPEGF PR VORYIEVOHTHF KYHYSYTEGGP IGO0 TLEEISRETE IVATPOGGSILET SHEYHTEGOHEYKR
GYFHYETETTSYIPRARLFKAF ILDGIHLFPEVAPOATSSYEMTEGHGGPG T IREISF PEGLPFEYVEURYUEVOHTMF EYHYSY LEGGP IGD TLERISHELE IYATPUSESTLET SHEYHTREDHEYER
GYFHYETET TSYIPRARLFERF ILDGDHLFPEVAPOALSSYENLEGHGERG 1 TRKLSFPEGFPFEYVEDRVOEVOH THF EYHY SV LEGHP IGO0 TLEELSRELE IVAT POGGSILEL SHEYHTEGOHEVER
GYFHYETET TSYIPRARLFKAF TLOGIHL VPKVAPORLSSYENTEGHGGPG T TKKISF PEGFPEKYVKURVIEVOH TMFKYHY SV L EGGPAGD TLEKT SNELEIYATPOGGSILET SNEYHTKGIHEVKR
GVFHYETETTSVIPRARLFIRFFLOGIHLFPEYAPOALSSYENLEGHGEPG TLEILSF PEGFPF RV DEVOHTHF KY SY SV IEGGPYGD TLEKISHELR IYATPOGCSILELSHKYHTREDHEYEE
GYFHYETEATSYIPRARLFKAF ILOGDHLF PV APOALSSYENTEGHGGPG 1 TRKISF PEGIFF EYVKGRYOEVOHTHF KYSYSY IEGGP VG T LERESHELEIVHT PHEGSILKIMNKYHTEGOHEVER
GYFHYETEATSYIPRARLF KAF DL OGUHLF PKVAFOR LSS Y ENLEGHGGFG TTRKISE PEGFFF EYVKIRYOE YOHTHFKYSYSY IEGGPYGO TLEKISNETETYATFHGGSILEIMNKYHTKGOREVER
GYFHYETEATSYIPRARL FKAF DL OGDHL FPEVRPORTSSYENTEGHGERG 1 1R SF PEGFPF Y MEVOE VOHTHF KYSYSY [EGGEFYGD TLEK ISNELEIVATFHEGSILKIHNEYHTKGOREVER
GYFHYETEATSYIPRALFKAF ILOGOHLFPKYAPORISSYENIEGHGEPG TTRICISF PEGFFF Ky VR DRVIE YO THF KY S Y5V IEGGPYGO TLEK ISNETETVATPHEGSILKIMNEYHTKGOREY KA
GYFHYETERTSVIPRARLF KAF ILOGOHL FREVAPQALSSVERT EGNGGPG T IKKISF PEG IFFEYVEDRYOE YOHARF KYSYS5Y LEGEPYGU TLEKLSHET K1VA TPOEESILKI SHICTH TKGDHE YK
GYFHYELET 5V IPRARLF KRF ILOGOHL YPEVAFOATSSVENT EGHGGPE T TKETNF PEGFFFEYVEDRYDEYOHTHF KYNYSYIEGGPYGD TLEKT SHET KTVATPOEECYLKT SHECYH T GHIEE v
GVFMYETET TSVIPRARL FERF ILOGDHL YFRVAFORISSVEHLEGNGGPE TIKEINF PEGFPFRYVEDRVOEVOHTHF KYHYSYIEGGPYGD TLEKISHET K TVATPOEGCVLELSHEYH TKEHHEVIR
GYFMYESET TS5V IPRARLFKRF ILEGDHL IFEYAFQATSSVEHI EGNGGRG TTKETNFPEGE PFRY VEDRVIEYIHTHFKYHY SYTEGGPYOD TLEK I SHEL K TVATPIEGCYL KT SHEYHTKEHIE VIR
GYFHYETERTSVIPRARKF KRF ILOGDKL YPEVAPORTSSVEHTEGNGGPE 1 TKETNF PEGFPFEYVEDRYDE YOHTHF KYRYSYIEGEPYGD TUEKT SKETKTVATPOEGCVLCT SHETH TKEHHE YR
GYFHYETET FSYIPARARLFEAF TLOGONL FPEYAPOARTSSVENT EGNGGPE T TKETSFPEGFPFRYVKDRYDEYDHTHREYNY SYTEGG PYED TLEKT SHET KTVATPORGE WL KT SHKYHTKEMHE VKA
WFmIET'l5"|"mFIIIFII.I:IEEIN]..FI‘K‘I'WﬂFlISS'\'I.'IIIEB‘EEPETIKlI‘SFPEGFPFI'\'KDWI]WDHTNFK‘IIITS-’IE[EPIGDTLMMKWHMEIULHWTHTKEWM
TETTSYIFAARLFEAF TLOGONL FREYAPQATISSVENLEGNGGPG T IKEDSF PGGLPFEYVEDRYOEYOHTHFEYHY SYTEGGPTGOTLEKL SHELKIVATPOGGEYLET SHE THTKERHEVIGH
GJFIH'EIET'F5‘.!'[PmlllfII.IJGDHLFPK'-'IIP‘EIF\TSS\I‘I’IIIEGNEEPGTI!KKTSFPFI'.FPFI:'WKI]II‘-'IJE\'HHKHFK‘{STS-’IEI}EPTEH“ EKTSKETKTVATPNERS TLETSHETH TEGIHE VIR
GYFNYETETTSYIPAARLF ERFILEGDTL IFKYAPATSSVEMTEGHGEPG TIKK T TFPEGSPFEY VIKERY DEV DHARFEYSY SHIEGGALGDTLEKTCHETK IVATPIGGS TL KT SHKYHTRGIHENER
GYFHYESET TSVIPARRLF KAF ILEGD TL IFKYAPQRTSSYEMTLGHGEP G TTRK T TFPEGSFT K Y ¥ ERV DEV DHAHFKY SY STEGGAL GO TLEKTCHET KT VATPOEES TL KL SHICYHT KGOHERER
E-'F"'I'ETTTS\"[WFFILEGUTLl'mi'“ﬂ155\'EI'l.[El.'ﬂ[-L'lPﬁ'IIKKITFFEG5FFKW‘KER\"I]E‘JmﬂFKﬁmIEGﬁHLGDTLEHEHHIIVHTPDBHMSWHHNEMI
GYFNYESET TSYTPAARLF KRAF TLIG IFKYRPOATSSVENTEGHLGREPG TTKKTTFPE| EYVKERVDEVDHARFEYS YSHTEGGAL GO ETCHETKTVATPDRRS TL KT SHEYH TEGOHENKA
EMITTSWWRLFK“FTLMMIPMI'MRIS'S\‘E“TEﬂ'rrrlPﬁ'IIKKTI'FFEG5“-'Kl"\"KE‘R\I'IIE‘J'DHHHFl('l‘S-'I'SII]EI.‘IGHLGML[KI!HEIIIMTH]EESILKISIICTHTKGNI[M
GYFNYETETTSVIPAARLF KAF TLBGOKL IFKYAPQATSSVENTEGHGEP G TIKKTTFPEGSPFK Y VKERYDEVDHARFEYAY SHIEGGALGDTLEKTE HELK IVATPDEGS ILKT SHIYHTKGOHEHER
GYFNYE TETTSVIPARRLF KAF ILBGONL TFKYAPORTSSYENLEGHGGRPG TIKKITFPEGSPEK Y VKERY DEVDHARFKYS Y SHIEGGALGDTLEKICHEIX I VATPDEGS IL KT SMICYHTKGOHEHER
GYFRYETETTSYIPAARLF KRF TLDGOKL IFKVAPORTSSVENTEGHGEPGTTKKTTFPEGS PREYYKERYDEY DHAHFEYS YSHIEGGALGOTLERTCHETKL VATPDESSTLKI SHYHTKGDHE HKR
GYFOYEGETTSVIPAARLF KAF ILDGOHL IPRVAPOTYSCVEHLEGHGGRPG TIRKITF PEGSFF K Y YKERYDEY DHYHFKY S SY IEGGRYGDTLEKTCHE TRTVPRPGEGS TL KL S HEYHTKGHHE HER
G¥FOYEGETTSYIFARRLF KAF ILDGOKL IFEYAPORYSCVENLEGHGEPG TIKKITFPEGSPFEYYKERY DEY DRYHFEYS Y5 Y IEGGAYGOTLEEKTCHE TE I VPRPGEGS ILKISMIYHTKGHNHE HER
GVFHYE TETPSYTPRARLFERF TLDGOKL LPEVAPEAYSSYERIEGHGGPG TIEETTFPEGSPF K VERVDEVDRYHFEYSFSYIEGGRYGOAL ERVONE TETYARPDEGS IL KT SHKFHTEGOHE INA
GVFNYE TERTSVTFARRLFEAS ILDGONL FPEVAPATSSVENT EGNEGPG T IKKTSFPEGSPFKYVRERVDEVDRVHFKYSFSYIEGGHY GDRLEEYCNE IKIVARPDGGSILEL SHKFHTKGOHE INR
GYFNYEDERTSYIAPRRLF KSFVLDADNL IPKYAPENYSSRENLEGNGGRG T IKKITF PEGSHF KYIEHRYDELDHANFEYC Y ST IEGGPLGDTLERISYEIKIVARPGGGSILELTSKYHTRGDISLNE
GYFNYELEE TSVIpaltfLFKaF | LDglnl . PKVAP %3 | SSvENLEGNGGPG TIKKIL FPEG2pF KYvE  RYDE ! Dh HFEY s XSy IEGGpvGDLLER ! snE IKTVALPAEGS | LELsnKXHTRGRhe ks

i1 140 150 159
! |
EQVICASKENGE TLLRIVES YLLRHSOAYH
EQVEASEEHGE TLLRAVESYLLAHSOAYH
EQVEASEEMGETLLRAVESYLLAMSDAYN
EQVEASEEMGE TLLRAVESYLL AHSOATH
EQVERSEERGETLLRAVESYLLAHSDATH
EQVEASKENGETLLRAVESY LLAHSDAYN
EQYEASEENGETLLRAYESYLLAHSDAYN
EQVEASEENMRETLLRAVESYLLAHSOAYH
EQVEASEENGETLLRAYESYLLAHSDAYN
EQIKASKERGETLLRAVESYLLAHSOAYH
EQIKASKENGETLLRAYESYLLAHSOAYN
EQTEASKEHGETLLRAYESYLLAHSOAYH
EQTEASKEHGETLLRAYESYLLARSDAYH
EQIRASKERGETLLRAYESTLLARSORYH
EQIKASKEHGETLLRAYERTLL ARSORYH
EOVERSKEHGETLLRAYESYLLARSOAYH
EQVERSKENGETLLRAYESYLLARSDAYH

KEE|
EHHRATKERGEALLRAYESYLLAHSONYH
EHMKATKERGEALLEAYESYLLAHSON YN
FHHKATEEEGEALLRAVESYLLANSOAYN
EHAEATEEKRERLLRAYESYLL AHSDAYN
EQIEASKEKRERLFRAYESYLLAHSOAYN
EQTKASKEKREALFRAVESTLLAHSORYN
EQTETEKEKREGL LEAVES YHLAHSOAYN
EQIETEREXAVGLLEKAYESYLLANSORAYN
EETEAGKEKGAGLFEAYENYLYAHPRAYN
EqikaszKEkge.LLrAYE=YL1AH= BRYN
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Fig. 4

A (rBetv 1TS)

GGCGTGTTTAACTATGAAACCGAAACCACCAGCGTGATTCCGGCGGLGLGTC
TGTTTAAAGCGTTTATTCTGGATGGCGAT AACCTGTTTCCGAAAGTGGCGCCGCAGGUGA
TTAGCAGCGTGGAAAACATTGAAGGCAACGGLGGCCCGGGCACCATTAAGAMAATCAGCT
TCCCGGAAGGCTTTCCGTTCAAATACGT GAAAGATCGTGTGGAT GAAGTGGATCATACCA
ACTTCARATACAACTACAGCGTGATTGAAGGCGGCCCGATTGGCGATACCCTGGAAMARAA
TTAGCAACGAMATTAAAATT GTGGCGACCCCGGATGGCGGCAGCATTCTGAAAATTAGCA
ACAMATATCATACCAAAGGCGATCATGAAGTGAAAGCGGAACAGGET GAMAGCGAGCARAG
AAATGGGCGAMACCCTGCTGCGTGCGET GGAAAGCTATCTGCTGGCGCATAGCGATGCGT
ATAACTARA

B (Betv 1 w+

GGCGTGTTTAACTATGAAACCGARACCACCAGCGTGATTCCGGCGGLEGLGTC
TGTTTAAAGCGTTTATTCTGGATGGCGATAAACTGTTTCCGAAAGTGGCGCCGCAGGCGA
TTAGCAGCGTGGAAAACATTGAAGGCAACGGCGGCCCGGGCACCATTAAGAARATCAGCT
TCCCGGRAAGGCTTTCCGTTCARATACGT GARAGATCCTGTGGATGAAGTGGATCATACCA
ACTTCAAATACAACTACAGCGTGATTGAAGGCGGCCCGATTGGCGATACCCTGGAMARAA
TTAGCAACAAAATTARAATTGTGGCGACCCCGEATEGCEGCAGCATTCTGAARATTAGCA
ACAAATATCATACCAARGCCCGATCATGAAGTGRAAAGCCGAACAGGTGARAGCGAGCARAG
AAATGEECGAMACCCTGCTGLGTGCGETGGAAAGCTATCTGCTGGCGCATAGCGATGCGT
ATAACTAA
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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