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DESCRIPCION
Método de produccién de alérgenos recombinantes de alta calidad en una planta
Sector de la técnica
La presente invencion se refiere a un método de produccion de alérgenos recombinantes de alta calidad.
Estado de la técnica

La utilizacién de alérgenos recombinantes permite una mayor especificidad y una mejor eficacia de los ensayos de
diagnéstico y del tratamiento de las alergias.

Numerosos alérgenos ya se han producido en forma recombinante. Se utilizan actualmente para el diagnéstico in vitro
de alergias. Sin embargo, el sistema de expresioén utilizado, generalmente E. coli, solo permite, a menudo, obtener
copias muy aproximativas de alérgenos naturales, debido a la incapacidad de esta bacteria para realizar las
modificaciones postraduccionales necesarias para un replegamiento correcto de las proteinas de eucariotas. Con
frecuencia esto perjudica a la fiabilidad y a la sensibilidad de los ensayos diagndsticos realizados utilizando esas
moléculas, porque determinados epitopos susceptibles de reaccionar con las inmunoglobulinas E (IgE) de los
pacientes no estan presentes en los alérgenos recombinantes producidos en E. coli.

También se han utilizado sistemas de expresién de eucariotas para la produccion de alérgenos recombinantes. Los
mas habituales son las levaduras, y en este caso, la hiperglucosilacion, especifica de estos organismos, tampoco
permite la produccién de alérgenos recombinantes conformes a sus homoélogos naturales.

Las plantas son los Unicos hospedadores eucariotas que permiten la produccion de alérgenos complejos en forma
recombinante, debido a costes de produccién y a una calidad compatible con su utilizaciéon para un tratamiento
personalizado de las alergias, que integran los ensayos de diagnéstico y |a terapia.

En cambio, los sistemas de expresion vegetales utilizados hasta ahora para la produccion de alérgenos recombinantes
recurren generalmente a la transgénesis vegetal con sus bien conocidas limitaciones principales, es decir:

— tiempos prolongados de transferencia del gen a la proteina; lo que significa un esfuerzo de desarrollo de varios
afos, y

— escasos rendimientos, del orden del 0,1 % al 1 % de las proteinas solubles, lo que significa el tratamiento de una
gran biomasa de materia vegetal para una produccion a gran escala.

Los recientes avances realizados gracias a la expresion transitoria han permitido superar estas limitaciones, por un
lado reduciendo considerablemente los periodos de tiempo de transferencia del gen a la proteina, lo que permite un
esfuerzo de desarrollo mucho mas rapido, y por otro lado, aumentar los rendimientos de produccion como minimo a
un factor de 10, lo que minimiza las inversiones de la extraccion y purificacion de la proteina de interés.

Hoy en dia, en los vegetales, determinadas empresas, utilizan una técnica de expresion transitoria de este tipo a gran
escala para la produccion de vacunas, desarrollando actualmente inmensas unidades de produccién en los Estados
Unidos.

Por lo tanto, a pesar de estos esfuerzos, siempre existe una necesidad de disponer de un método de produccién eficaz
y reproducible de alérgenos recombinantes, que permita la obtencion de alérgenos recombinantes que tengan una
composicion y una conformacioén similares a las de sus homologos naturales. Asimismo, existe una necesidad de un
método que tenga un buen rendimiento de produccion.

Objeto de la invencién

La presente invencién permite obtener proteinas recombinantes complejas, en particular, alérgenos recombinantes
complejos, que jamas se han obtenido anteriormente en forma recombinante. Estos alérgenos son ademas copias
conformes a sus homadlogos naturales.

La presente invencion se refiere por tanto a un procedimiento de produccion de una proteina recombinante en una
planta de tabaco de la especie Nicotiana benthamiana, que comprende las siguientes etapas:

a) el cultivo de plantas en aeroponia o en hidroponia, preferentemente sobre flotadores méviles, y con luz LED (del
inglés, Light Emitting Diode, diodo emisor de luz),

b) la agroinfiltracion de las plantas obtenidas en la etapa a), al vacio, por agrobacterias que comprenden el vector
de expresion pAGO01 de secuencia SEQ ID NO 21, comprendiendo dicho vector un fragmento de ADN que codifica
la proteina recombinante, y después

c) volver a cultivar las plantas después de la etapa b), en las mismas condiciones que las de la etapa a), y después
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d) la extraccion y la purificacion de la proteina recombinante a partir de las partes aéreas de las plantas producidas
en la etapa c).

La presente solicitud también describe una proteina recombinante que es posible obtener mediante el procedimiento
segun la invencién.

La planta utilizable en el procedimiento descrito en el presente documento, es particularmente una planta de tabaco
seleccionada entre Nicotiana benthamiana y Nicotiana tabacum, o incluso cualquier otra planta utilizable para la
expresion transitoria, como una planta de lechuga (género Lactuca) o una planta de espinaca (Spinacia oleracea).
Entre las lechugas, pueden citarse las variedades de lechuga Appia, Grosse Blonde Paresseuse, Lollo Rossa,
Merveille de cuatro estaciones, hoja de roble o Red sails. La planta también puede ser del género Arabidopsis, o uno
de sus mutantes, en particular mutantes de glucosilacion de Arabidopsis; finalmente, pueden utilizarse plantas de
tabaco de tabaco genosuprimidas (en particular mutantes de glucosilacion). La planta utilizada segun la invencion es
N. benthamiana.

La proteina recombinante producida mediante el procedimiento segun la invencion, es un alérgeno recombinante,
preferentemente un alérgeno recombinante de acarido.

Por “alérgeno” se entiende cualquier proteina o cualquier péptido capaz de provocar una reaccién alérgica en un
sujeto, previamente sensibilizado, cuando se pone en contacto, lo mas a menudo por contacto con la piel, por
inhalacién o ingestion. Un alérgeno se denomina “principal” cuando un alérgeno purificado desencadena una alergia
en el 50 % o mas de los pacientes sometidos a pruebas, y que presenta IgE especificas, con pruebas cutaneas
inmediatamente positivas, a una concentracién muy débil, teniendo al menos el 70 % de los sujetos la enfermedad
alérgica en relacidn con este alérgeno.

Por “proteina”, se entiende una secuencia que comprende al menos 50 aminoacidos.

Por “péptido”, se entiende una secuencia que comprende entre 1 y 49 aminoacidos, preferentemente entre 2 y 40
aminoacidos.

Preferentemente, la proteina recombinante producida por el procedimiento segun la invencién, es un alérgeno, un
fragmento de alérgeno o una proteina de fusién que comprende un alérgeno o un fragmento de alérgeno

Preferentemente, la proteina recombinante se selecciona de entre los alérgenos responsables de alergias respiratorias
procedentes de acaros domésticos, tales como Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides pteronyssinus o
Euroglyphus manei, los alérgenos de acaros de almacenamiento tal como Blomia tropicalis, los alérgenos de acaros
de tipo Acarus siro (anteriormente denominado Tyroglyphus farinae), los alérgenos de cucarachas, los alérgenos de
pélenes de arboles o de gramineas, los alérgenos de animales (gato, perro, caballo), los alérgenos de hongos, los
alérgenos responsables de alergias de contacto como los del latex de Hevea (arboles del género Hevea) o incluso los
alérgenos responsables de alergias alimentarias (leche, huevo, pescado, frutas).

Entre los alérgenos de Dermatophagoides farinae, se pueden citar Der f 10, Der f 11, Der f 13, Der f 14, Der f 15, Der
f 16, Der f 17, Der f 18, Der f 2, Der f 2.0101, Der f 2.0102, Der f 2.0103, Der f 2.0104, Der f 2.0105, Der f 2.0106, Der
f2.0107, Der f 2.0108, Der f 2.0109, Der f 2.0110, Der f 2.0111, Der f 2.0112, Der f 2.0113, Der f 2.0114, Der f 2.0115,
Der f2.0116, Der f 2.0117, Der f 20, Der f 3, Der f 4, Der f 5, Der f 6, Der f 7, Der f 8, Der f 9 y Der f HSP70.

Entre los alérgenos de Dermatophagoides pteronyssinus, se pueden citar Der p 10, Der p 11, Der p 14, Der p 15, Der
p 18, Der p 2, Der p 2.0101, Der p 2.0102, Der p 2.0103, Der p 2.0104, Der p 2.0105, Der p 2.0106, Der p 2.0107, Der
p 2.0108, Der p 2.0109, Der p 2.0110, Der p 2.0111, Der p 2.0112, Der p 2.0113, Der p 20, Der p 21, Derp 3, Der p 4,
Der p 5, Der p 6, Der p 7, Der p 8, Der p 9.

Entre los alérgenos de Blomia tropicalis, se pueden citar Blot 1, Blo t 5 (que presenta una homologia de secuencia de
40 % con Derp 5),Blot 9, Blot 10, Blot 12 0 Blo t 21.

Todos estos alérgenos son muy conocidos, y su secuencia puede encontrarse principalmente en bases de datos tales
como Allergome (allergome.org), o simplemente en UniProt.

El procedimiento de produccién de alérgenos recombinantes por expresion transitoria segun la invencion, en N. ben-
thamiana, es muy eficaz, reproducible, y presenta un buen rendimiento.

El procedimiento de producciéon de proteinas recombinantes segun la invencidn comprende una primera etapa de
cultivo de la planta (etapa a), en aeroponia o en hidroponia, preferentemente en cultivo sobre flotadores moviles libres,
y con luz LED, para producir una proteina recombinante.

La aeroponia corresponde al cultivo de la planta sobre un soporte, generalmente de plastico, asociado a
vaporizaciones permanentes de soluciones nutritivas a base de sales minerales.

La hidroponia corresponde al cultivo de la planta sin suelo, cultivandose dicha planta sobre un sustrato neutro e inerte,
tal como arena, bolitas de arcilla, placas de poliestireno o lana de roca. El sustrato esta regularmente irrigado por una
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corriente de solucion que lleva sales minerales y nutrientes esenciales a la planta. En el procedimiento utilizado segun
la invencidn, las plantas de tabaco, principalmente N. benthamiana, se cultivan preferentemente en hidroponia sobre
flotadores libres, por ejemplo, en una placa de poliestireno perforada. Estos flotadores se disponen en cubas que
contienen un medio de cultivo aéreo permanente gracias a difusores de aire. Esta técnica permite una estandarizacion
de las condiciones de produccién de las proteinas recombinantes, junto con la ausencia total de riesgo de
contaminacion de los medios de agroinfiltracion durante la etapa b), por impurezas o residuos procedentes de los
sustratos contenidos en las macetas (en el caso de cultivos clasicos). Ademas, como se muestra en los ejemplos, la
utilizacion de este sistema de cultivo permite obtener rendimientos muy superiores.

Finalmente, durante la mejora, la manipulacién para la agroinfiltracién o la recogida de lotes de plantas establecidas
sobre una placa de poliestireno, es evidentemente mas facil que la de las plantas cultivadas en maceta y sustrato.

El procedimiento de produccién de proteinas recombinantes segun la invencion comprende, después de la etapa a),
una etapa b) de agroinfiltracién de la planta, particularmente de la planta de tabaco, al vacio, por agrobacterias que
comprender el vector de expresion pAG01 de secuencias SEQ ID NO : 21, comprendido dicho vector un fragmento de
ADN que codifica la proteina recombinante.

Particularmente, después de cinco semanas de cultivo, preferentemente en hidroponia sobre flotadores méviles libres,
la agroinfiltracion de las plantas de tabaco se realiza al vacio, por agrobacterias que comprenden un fragmento de
ADN que codifica la proteina recombinante.

Esta etapa b) de agroinfiltracién, puede realizarse mediante cualquier medio que permita hacer el vacio.
Preferentemente, el procedimiento utilizado segun la invencion, se realiza al vacio por efecto Venturi.

El fragmento de ADN que codifica la proteina recombinante, utilizado en la etapa a) e introducido en las agrobacterias,
puede prepararse por clonacién. Este fragmento de ADN puede comprender la secuencia que codifica la proteina
recombinante, por ejemplo, un alérgeno heterdlogo, estando dicha secuencia fusionada a una secuencia que codifica
un péptido que facilita su purificacién, como por ejemplo una secuencia de “etiqueta de histidina “o una secuencia que
codifica un péptido o un polipéptido de direccionamiento intracelular. Dicho péptido o polipéptido de direccionamiento
intracelular puede seleccionarse particularmente entre los péptidos cuyas secuencias se presentan en la tabla 1, es
decir, entre los péptidos de SEQ ID NO :1 a 20. Después, el fragmento de ADN se integra en el vector de expresion
pAGO01 desarrollado en el ambito de la invencion (figura 1 y secuencia SEQ ID NO : 21), seguidamente, las
agrobacterias se transforman utilizando este vector de expresion. La presente solicitud también describe un vector de
expresion que comprende la secuencia SEQ ID NO :21 y un inserto, particularmente localizado entre los bordes
derecho e izquierdo del ADN de transferencia (ADNT) (esto se ilustra en la figura 1, en la que el borde izquierdo es
“LB, Left Border” y el borde derecho es “RB, Right Border’), comprendiendo dicho inserto al menos una secuencia de
acido nucleico que codifica un péptido seleccionado entre SEQ ID NO :1 a 20, estando dicha secuencia de acido
nucleico directamente fusionada a una segunda secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de interés. Este
vector corresponde al vector pAG01 que comprende un inserto, comprendiendo dicho inserto una secuencia de 4cido
nucleico de péptido (seleccionada entre SEQ ID NO:1 a 20) directamente fusionada a la secuencia de &cido nucleico
del alérgeno de interés. Preferentemente, la proteina de interés es un alérgeno, tal y como se describe anteriormente
en el presente documento.

La agroinfiltracion de partes aéreas de las plantas, principalmente plantas de tabaco, principalmente plantas de N.
benthamiana, se realiza al vacio. Preferentemente, se utiliza una campana hermética, que posee un sistema de vacio
por efecto Venturi. Tipicamente, la campana contiene el cultivo de agrobacterias y después del cambio de las placas
flotantes sobre las cuales se cultivan las plantas en hidroponia, estas ultimas se sumergen, boca abajo, en la
suspensién bacteriana. Este procedimiento se ilustra en la figura 2 y permite infiltrar simultaneamente todas las plantas
cultivadas sobre una misma placa flotante.

Segun un primer modelo de realizacion, la agroinfiltracion se realiza mediante una etapa de poner al vacio las plantas
durante 2 minutos.

Preferentemente, segiin un segundo modelo de realizacion, la agroinfiliracion se realiza en tres etapas (proceso
secuencial):

1) poner al vacio, preferentemente a -0,8 bar durante 2 minutos,
2) quitar el vacio, y regresar a la presion atmosférica preferentemente durante 30 segundos, y después,
3) poner al vacio, preferentemente a -0,8 bar durante 2 minutos, y después regresar a la presion atmosférica.

Esta técnica de agroinfiltracion es rapida (duracion total inferior a 5 minutos), eficaz y facil de automatizar.

Entre las agrobacterias utilizables segun la invencion, se pueden citar preferentemente, las cepas LBA4404, GV3101,
EHA 101/105 o C58.

Preferentemente, para la infiltracion, las agrobacterias se utilizan a una concentracion definida por una DO600
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comprendida entre 0,7 y 1,0, en una solucidon que comprende 10 mM de Mes (acido 2-morfolino etanosulfénico), que
eventualmente puede sustituirse por MOPS (acido 3-(N-morfolino propanosulfénico), 10 mM de MgCI2 y 100 uM de
acetosiringona.

Al final de la etapa b) de agroinfiltracion, el procedimiento comprende una etapa c) de volver a poner en cultivo las
plantas, en las mismas condiciones que las de la etapa a).

Normalmente, el drenaje de las plantas se realiza poniendo las plantas boca abajo durante 15 minutos, y después se
vuelven a poner en cultivo en las condiciones descritas en la etapa a), garantizando idealmente una vaporizacion
frecuente de estas ultimas durante las 6 primeras horas de cultivo que siguen a la agroinfiltracion. De manera
alternativa, las plantas se vuelven a poner directamente en cultivo en las condiciones descritas para la etapa a).

Finalmente, el procedimiento segun la invencion comprende una etapa d) de extraccion y de purificacion de la proteina
recombinante producida después de la agroinfiltracion en la etapa c).

La recogida de la biomasa vegetal se efectia de 4 a 5 dias después de la puesta en cultivo de las plantas que sigue
a la agroinfiltracion. Después de la trituracion y la extraccion de las proteinas a partir de partes aéreas de las plantas,
la proteina recombinante se purifica. En esta etapa pueden realizarse técnicas extraccién y de purificacion conocidas
en la materia. Preferentemente, si la proteina recombinante comprende una secuencia de “etiqueta de histidina”, esta
se purifica por cromatografia en columna de niquel inmovilizado (IMAC, del inglés Inmobilized Metal Affinity
Chromatography, cromatografia de afinidad sobre metales inmovilizados), seguido de una etapa de tamizado
molecular. Después, la secuencia de etiqueta utilizada para la purificacién puede escindirse del producto final.

Descripcion de las figuras
La invencion va a ilustrarse ahora utilizando los siguientes ejemplos no limitativos.
Las leyendas de las figuras son las siguientes:

Tabla 1 (Figura 8): Secuencias de Reozyme™ utilizadas para la expresion dirigida de alérgenos recombinantes y
compartimento subcelular de almacenamiento de alérgenos cuando se producen en fusiéon con péptidos de
direccionamiento. ER: reticulo endoplasmatico; AG: Aparato de Golgi.

Figura 1: EI ADN-T del vector pAG01 esta constituido por dos secuencias de borde (RB y LB) de ADN-T de
agrobacterias, y tres casetes de expresion que permiten la expresion del inhibidor de silenciamiento (casete 1), de una
proteina recombinante preferentemente un alérgeno (casete 2) y de una enzima que confiere una resistencia a un
antibiético de seleccién o de una enzima de maduracién de proteinas (casete 3).

Figura 2: La plataforma desarrollada segun la invencién asocia etapas y herramientas originales que permiten la
produccién en masa y a bajo coste de alérgenos recombinantes de una muy alta calidad inigualable. La adaptabilidad
y la rapidez de produccion, dado que bastan de 4 a 5 dias para transferir el gen a la proteina, son también
caracteristicas de esta plataforma de produccion.

Figura 3: Produccién de alérgenos complejos principales del acaro Dermatophagoides pteronyssinus: Der p 4 (carril
1); Der p 7 (carril 2); Der p 21 (carril 4); Der p 5 (carril 6) et Der p 2 (carril 7); de uno de los alérgenos principales del
latex: Hev b 13 (carril 3) y un alérgeno de hongo: CP120 (carril 5).

Figura 4: llustracion esquematica de casetes de expresion utilizados (panel A). En el panel B, los andlisis por
transferencia Western ilustran las diferencias de calidad del alérgeno Der p 2 producido en fusién con diferentes
sefiales de Reozyme™. El alérgeno se produce en forma heterogénea y presenta una masa molecular no conforme
cuando se utilizan las sefiales R1, R2 y R3 de Reozyme™ .En cambio, cuando se utiliza la sefial R4, el alérgeno
recombinante es homogéneo y presenta una masa molecular idéntica a la del alérgeno natural.

Figura 5: El panel A presenta el analisis por SDS-PAGE de proteinas totales extraidas de cada planta. El analisis de
estos extractos por transferencia Western (paneles B y C) ilustran los rendimientos de produccion para una misma
proteina de interés, cuando las plantas se cultivan en condiciones estandar (cultivo en maceta + luz por lampara
incandescente) (carriles 1-6, correspondiendo los diferentes carriles a diferentes sucesos de transformacion) o bien
se cultivan en aeroponia + luz LED (carriles 7-9). Panel B: revelado cromogénico; panel C: revelado por
quimioluminiscencia.

Figura 6: Comparacion de la expresion de la proteina verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés, green
fluorescent protein): 1) cuando la agroinfiltracion se efectia segun el protocolo descrito en la invencion (panel B), o 2)
cuando la infiltracion se efectia segun un método de infiltracion clasico (panel A).

Figura 7: Analisis por SDS-PAGE vy transferencia Western de etapas de purificacion del alérgeno Der p 4.
Carril 1: Extracto proteico total.
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Carril 2: Der p 4 purificado sobre la columna de niquel inmovilizado (IMAC) y eluido en presencia de imidazol 50 mM
Carril 3: Der p 4 purificado por tamizado molecular después de la etapa IMAC.

Carril 4: Der p 4 purificado y por tanto la etiqueta se ha escindido in vitro.

Panel superior: Analisis de Der p 4 por SDS-PAGE seguido de tinciéon de proteinas con azul de Coomassie en el gel.
Panel inferior: Analisis de Der p 4 por SDS-PAGE seguido de transferencia western e inmunodeteccion sobre el molde
con un suero inmunoespecifico de etiqueta de purificacion.

Descripcion detallada de la invencién
Ejemplo 1: Produccion estandarizada de antigenos complejos

Para validar el procedimiento descrito en el presente documento, los ADNc que codifican alérgenos complejos de
acaros, de arboles o de hongos, se clonaron en el vector pAG01. A continuacion, estos vectores se introdujeron en
las agrobacterias (cepa LBA4404) a fin de efectuar la expresion transitoria en N. benthamiana.

Las plantas de N. benthamiana se cultivaron segun el procedimiento descrito a continuacion: las semillas se sembraron
en tierra y se cultivaron durante al menos 45 dias en este substrato. Preferentemente, las plantulas obtenidas de estas
semillas se desarrollaron durante 15 dias en este sustrato (y con luz LED), antes de transferirse en cubetas para el
cultivo hidropdnico sobre flotadores libres. Después, las plantas se cultivaron durante 25 dias en esas condiciones en
presencia de nutrientes y oligoelementos y con luz LED. En una alternativa a este protocolo, la utilizacién de semillas
recubiertas permite la siembra directa de plantas de N. benthamiana sobre las placas flotantes. En estas condiciones,
la germinacion y el cultivo de las plantas se producen en condiciones de hidroponia.

Después de 40 dias de cultivo, las plantas mantenidas sobre los flotadores, se transfirieron a una campana hermética
para su transfeccion. Para introducir las agrobacterias portadoras del vector binario, la parte aérea de las plantas se
sumergi6 (el flotador se volted) en la solucién de agrobacterias, cuya concentracion correspondia a una DO 600: 0,7.
La transfeccion se realizé al vacio en la campana hermética por efecto Venturi segun el siguiente protocolo: 2 minutos
al vacio (-0,8 bar), regreso a la normalidad, después de nuevo 2 minutos al vacio (-0,8 bar). A continuacion, los
flotadores se colocaron sobre soportes (con las plantas boca abajo) durante 10 a 15 minutos, para drenar las plantas.
Después, las plantas, siempre mantenidas en las placas flotantes sobre las que se han cultivado, se reemplazaron en
las cubetas de cultivo durante 4 dias, idealmente garantizando una vaporizacion frecuente de estas ultimas durante
las 6 primeras horas de cultivo que siguen a la agroinfiltracion.

Al final de estos 4 dias, se recogieron las partes aéreas de las plantas que expresaban los diferentes alérgenos. Las
proteinas se extrajeron en un tampdén desnaturalizante y después se analizaron en SDS-PAGE y/o por transferencia
Western utilizando un anticuerpo dirigido contra el epitopo FLAG.

La figura 3 ilustra los resultados obtenidos. El método segun la invencién permite la produccion de alérgenos complejos
principales.

Ejemplo 2: el procedimiento segun la invencion permite controlar la calidad de los alérgenos

Para controlar la maduracién y la homogeneidad de los alérgenos recombinantes, diferentes sefiales (R1, R2, R3 y
R4) se fusionaron al alérgeno de interés, y después la proteina de fusién se cloné en el vector pAGO01. A continuacion,
estos vectores se introdujeron en las agrobacterias (cepa LBA4404), con el fin de efectuar la expresion transitoria en
N. benthamiana.

Las plantas de N. benthamiana se cultivaron segun el procedimiento descrito anteriormente: las semillas se sembraron
en tierra y las plantulas obtenidas de esta semillas se desarrollaron durante 15 dias en este sustrato (luz LED) antes
de transferirse a los flotadores libres. Las plantas se cultivaron después durante 25 dias en hidroponia sobre flotadores
libres.

Después de 40 dias de cultivo en estas condiciones, las plantas mantenidas en las placas flotantes de cultivo se
transfirieron a una campana hermética para su transfeccion. Para introducir las agrobacterias portadoras del vector
binario, la parte aérea de las plantas se sumergio (el flotador se volted) en la solucion de agrobacterias. La transfeccion
se realiz6 al vacio en campana hermética por efecto Venturi segun el siguiente protocolo: 2 minutos al vacio a (-0,8
bar), regreso a la normalidad, y después de nuevo 2 minutos al vacio (-0,8 bar). A continuacion, los flotadores se
colocaron sobre soportes (con las plantas boca abajo) durante 10 a 15 minutos para drenar las plantas. Después, las
plantas, siempre mantenidas en los flotadores, se reemplazaron en las cubetas de cultivo durante 4 dias.

Al final de estos 4 dias, se recogieron las plantas que expresaban los diferentes alérgenos. Las proteinas se extrajeron
triturando las partes aéreas en un tampén desnaturalizante y después se analizaron en SDS-PAGE y/o por
transferencia Western utilizando un anticuerpo dirigido contra el epitopo FLAG.

La figura 4 presenta una ilustracion esquematica de los casetes de expresion utilizados (panel A). Dicha figura también
muestra, a través del ejemplo del alérgeno de acaro Der p 2, las ventajas cualitativas ligadas a la utilizacion de sefales
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de Reozyme™. En efecto, en el panel B, analisis por transferencia Western ilustran las diferencias de calidad del
alérgeno Der p 2 producido en fusién con las diferentes sefiales de Reozyme™. El alérgeno se produce en forma
heterogénea y presenta una masa molecular no conforme cuando se utilizan las sefiales R1, R2 y R3 de Reozyme™.
En cambio, cuando se utiliza la sefial R4 el alérgeno recombinante es homogéneo y presenta una masa molecular
idéntica a la del alérgeno natural.

Ejemplo 3: El procedimiento segtn la invenciéon permite obtener un rendimiento mas elevado

Para este ejemplo, la utilizacién del vector pAGO1 junto con la utilizacion del procedimiento descrito en la invencién se
comparo con la utilizacién de un vector binario (-/+ inhibidor de silenciamiento) junto con los métodos clasicos de
transfeccion descritos, por ejemplo, en Medrano et al (2009).

El ADNc que codifica el alérgeno Der p 7 de Dermatophagoides pteronyssinus, se clono en el vector pAG01, o en el
vector pBl121. A continuacion estos vectores se introdujeron las agrobacterias (cepa LBA4404) a fin de efectuar la
expresion transitoria en N. benthamiana.

Después, las cepas de agrobacterias se utilizaron para transfectar plantas cultivadas bien en hidroponia sobre placas
flotantes, como se describen los ejemplos 1 y 2, o bien cultivadas en tierra y después infiltradas al vacio segun un
protocolo clasico como el publicado en Pogue et al (2010).

Como se ilustra en la figura 5, las condiciones de los cultivos de las plantas descritas en el procedimiento, asi como
la utilizacion del vector pAGO1, permiten obtener rendimientos mas elevados en cuanto a alérgenos recombinantes
que los observados con las condiciones generalmente utilizadas para la expresion transitoria.

En la figura 5 parece evidente que los rendimientos del procedimiento segun la invencion son sobradamente superiores
a los obtenidos con un procedimiento clasico. Ademas, los inventores ponen de manifiesto una mejor homogeneidad
de los diferentes sucesos de transformacion, como se ilustra en los carriles 7 a 9, en comparacién con los carriles 4 a
6.

Los niveles de expresion mas elevados observados para Der p 7 se explican en parte por las condiciones de
agroinfiltracion segun el procedimiento de la invencion. En efecto, como se ilustra en la figura 6, la infiltracién de los
tejidos foliares es mas eficaz, tal y como se describe en el procedimiento. En esta figura, los inventores compararon
la expresion de la GFP: 1) cuando la agroinfiltracion se efectuaba segun el protocolo descrito en la invencion (panel
B), 0 2) cuando la infiltracidn se efectuaba segun un método de infiltracidn clasico (panel A) descrito, por ejemplo, en
Medrano et al (2009).

Ejemplo 4: El procedimiento segun la invencion permite realizar una purificacién facil

Se recogieron hojas de plantas de Nicotiana benthamiana, y |las proteinas se extrajeron triturando este material vegetal
en un tampon fosfato completado en NaCl (0,1 M), pH 7,5. Después de una filtracion rapida, el extracto se depositd
sobre una columna de niquel inmovilizado. Las proteinas del extracto que no presentan afinidad por la matriz de
cromatografia no quedan retenidas sobre la columna. En cambio, los alérgenos recombinantes producidos segun el
procedimiento, presentan una etiqueta de seis histidinas y quedan retenidos sobre este tipo de matriz. Después de
lavar la columna para eliminar las proteinas contaminantes, los alérgenos se eluyen especificamente en presencia de
imidazol 50 mM en el tampén fosfato.

El procedimiento de produccién segun la invencion es flexible y facilmente adaptable a la produccion de cualquier
alérgeno de interés. Esto no solo se cumple en las técnicas de cultivo, clonacion, agroinfiltracion, extraccién, sino
también en las de purificacion.

En efecto, gracias a la fusion de una etiqueta, la purificacion de alérgenos recombinantes esta estandarizada. Esto se
ilustra en la figura 7, que presenta el analisis por SDS-PAGE vy la transferencia Western de etapas de purificacion del
alérgeno Der p 4 producido como se describe en la invencién. Este analisis ilustra el procedimiento de purificacion de
este alérgeno en dos etapas de cromatografia:

1) afinidad sobre columna de niquel inmovilizado (IMAC) y 2) tamizado molecular.

Carril 1: Extracto proteico total.

Carril 2: Der p 4 purificado sobre la columna de niquel inmovilizado (IMAC) y eluido en presencia de imidazol
50 mM

Carril 3: Der p 4 purificado por tamizado molecular después de la etapa IMAC.

Carril 4: Der p 4 purificado y por tanto la etiqueta se ha escindido in vitro.

Panel superior: andlisis de Der p 4 por SDS-PAGE seguido de una tincion de proteinas con azul de Coomassie en
el gel.

Panel inferior: Analisis de Der p 4 por SDS-PAGE seguido de transferencia western e inmunodeteccion sobre el
molde con un suero inmunoespecifico de etiqueta de purificacion
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> ANGANY GENETICS

<120> Método de produccién de alérgenos recombinantes de alta calidad para la expresion transitoria en
Nicotiana benthamiana
<130> BCT130167 QT

<160>21
<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido senal

<400> 1

Met Thr Gly Ala Ser Arg Arg Ser Ala Arg Gly Arg Ile
1 5 10

<210>2

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido senal

<400>2

Met Ala Arg Gly Glu Arg Arg Arg Arg Ala
1 5 10

<210>3

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sefal

<400> 3

Met Asn Asp Arg Arg Pro Gln Arg Lys Arg Pro Ala
1 5 10

<210>4

<211> 150

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sefial

<400> 4
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Met Thr Gly Ala Ser Arg Arg Ser Ala Arg Gly Arg Ile Lys Ser Ser

Ser Leu Ser Pro Gly Ser Asp Glu Gly Ser Ala Tyr Pro Pro Ser Ile
20 25 30

Arg Arg Gly Lys Gly Lys Glu Leu Val Ser Ile Gly Ala Phe Lys Thr

Asn Leu Lys Ile Leu Val Gly Leu Ile Ile Leu Gly Ile Ile Val Ile
50 55 60

Tyr Phe Val Ile Asn Arg Leu Val Arg His Gly Leu Leu Phe Asp Glu
65 70 75 80

Ser Gln Lys Pro Arg Val Ile Thr Pro Phe Pro Ala Pro Lys Val Met
85 90 95

Asp Leu Ser Met Phe Gln Gly Glu His Lys Glu Ser Leu Tyr Trp Gly
100 105 110

Thr Tyr Arg Pro His Val Tyr Phe Gly Val Arg Ala Arg Thr Pro Leu
115 120 125

Ser Leu Val Ala Gly Leu Met Trp Leu Gly Val Lys Asp Glu Met Tyr
130 135 140

Val Met Arg His Phe Cys
145 150

<210>5
<211> 49
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido senal
10

<400> 5

Met Ala Arg Gly Ser Arg Ser Val Gly Ser Ser Ser Ser Lys Trp Arg
1 5 10 15

Tyr Cys Asn Pro Ser Tyr Tyr Leu Lys Arg Pro Lys Arg Leu Ala Leu
20 25 30

Leu Phe TIle Val Phe Val Cys Val Ser Phe Val Phe Trp Asp Arg Gln
35 40 45

<210>6
15 <211>99
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido senal

<400>6

Met
1

Tyr

Leu

Thr

Val
65

Gly

Lys

<210>7
<211> 22
<212> PRT

Ala

Cys

Phe

Leu

50

Thr

Thr

Asp

Arg

Asn

Ile

35

Val

Asp

Ser

Val

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido senal

<400> 7

Gly

Pro

20

Val

Arg

Leu

Gly

Ser

Ser

Phe

Glu

Lys

Lys
85
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Arg

Tyr

Val

His

Asn

70

Thr

Ser

Tyr

Cys

Gln

55

Leu

Asp

Val

Leu

Val

40

Val

Val

Leu

Gly

Lys

25

Ser

Glu

Asp

Gly

Ser

10

Arg

Phe

Ile

Asp

Arg
90

Ser

Pro

Val

Ser

Leu

75

Lys

Ser

Lys

Phe

Glu

60

Asn

Ala

Ser

Arg

Trp

45

Leu

Asn

Thr

Lys Trp
15

Leu Ala

30

Asp Arg

Gln Lys

Lys Gln

Lys Ser
95

Arg

Leu

Gln

Glu

Gly

80

Ser

Met Ala Ala Ala Leu Ala Leu Leu Phe Ile Val Phe Val Cys Val Ser

1

Phe Val Phe Trp Asp Arg

<210>8
<211>68
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido sefal

<400>8

20

5

10

10

15
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Met

Asp

Ser

Ala

Val
65

<210>9
<211> 38
<212> PRT

Gly

Glu

Ser

Leu

50

Ala

Val

Phe

Ser

35

Val

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido sefal

<400>9

ES 2700743 T3

Phe Ser Asn Leu Arg Gly Pro Arg Ala Gly Ala Thr His
5 10 15

Pro Ala Thr Asn Gly Ser Pro Ser Ser Ser Ser Ser Pro
20 25 30

Ile Lys Arg Lys Leu Ser Asn Leu Leu Pro Leu Cys Val
40 45

Val Ile Ala Glu Ile Gly Phe Leu Gly Arg Leu Asp Lys
55 60

Ser

Met Arg Gly Tyr Lys Phe Cys Cys Asp Phe Arg Tyr Leu Leu Ile Leu

1

5 10 15

Ala Ala Val Ala Phe Ile Tyr Ile Gln Met Arg Leu Phe Ala Thr Gln

20 25 30

Ser Glu Tyr Ala Asp Arg

<210> 10
<211> 68
<212> PRT

35

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido senal

<400> 10

11
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Met Gly Val Phe Ser Asn Leu Arg Gly Pro Lys Ile Gly Leu Thr His
1 5 10 15

Glu Glu Leu Pro Val Val Ala Asn Gly Ser Thr Ser Ser Ser Ser Ser
20 25 30

Pro Ser Ser Phe Lys Arg Lys Val Ser Thr Phe Leu Pro Ile Cys Val
35 40 45

Ala Leu Val Val TIle Ile Glu Ile Gly Phe Leu Cys Arg Leu Asp Asn
50 55 60

Ala Ser Thr Ser
65

<210> 11

<211>41

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido senal

<400> 11

Met Leu Val Met Pro Gln Pro Pro Lys Pro Phe Asn Thr Ile Thr Ile
1 5 10 15

Thr Ile Met Ile Ala Phe Thr Phe Phe Leu Leu Phe Leu Thr Gly Phe
20 25 30

Leu Gln Phe Pro Ser Ile Ser Pro Ser
35 40

<210> 12

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sefial

<400> 12

12
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Met

Tyr

Leu

Phe

Ile

65

Asp

Arg

<210> 13

<211>21
<212> PRT

Ala

Cys

Phe

Val

50

Ser

Leu

Lys

Arg

Asn

Ile

35

Phe

Glu

Asn

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido senal

<220>

<221 > misc_feature

<222> (1)..(3)

Gly

Pro

20

Val

Trp

Leu

Asn

Thr
100

Ser

Ser

Phe

Asp

Gln

Lys

85

Lys
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Arg

Tyr

Val

Arg

Lys

70

Gln

Ser

Ser

Tyr

Cys

Gln

55

Glu

Gly

Ser

Val

Leu

Val

40

Thr

Val

Gly

Lys

Gly

Lys

25

Ser

Leu

Thr

Thr

Asp
105

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 13

Ser

10

Arg

Phe

Val

Asp

Ser

90

Val

Ser

Pro

Val

Arg

Leu

75

Gly

Ser

Lys

Phe

Glu

60

Lys

Lys

Ser

Arg

Trp

45

His

Asn

Thr

Lys

Leu

30

Cys

Gln

Leu

Asp

Trp

15

Ala

Val

Val

Val

Leu
95

Arg

Leu

Ser

Glu

Asp

80

Gly

Xaa Xaa Xaa Leu Ala Leu Leu Phe Ile Val Phe Val Cys Val Ser Phe

1

Val Phe Trp Asp Arg

<210> 14
<211>25
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido senal

<220>

<221 > misc_feature

<222> (1)..(2)

20

5

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 14

13

10

15
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Xaa Xaa Arg Tyr Leu Leu Ile Leu Ala Ala Val Ala Phe Ile Tyr Ile
1 5 10 15

Gln Met Arg Leu Phe Ala Thr Gln Ser
20 25

<210> 15

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido senal

<220>

<221 > misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (22)..(24)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 15

Xaa Xaa Xaa Leu Gly Ile Leu Phe Ala Val Thr Leu Ser Ile Val Leu
1 5 10 15

Met Leu Val Ser Val Xaa Xaa Xaa
20

<210> 16

<211>23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido senal

<220>

<221 > misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 16

Xaa Xaa Lys Ile Phe Leu Tyr Met Leu Leu Leu Asn Ser Leu Phe Leu
1 5 10 15

Ile Ile Tyr Phe Val Phe His
20

<210> 17

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sefal

14
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<220>

<221 > misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 17

Xaa Xaa Xaa Arg Lys Leu Ser Asn Leu Leu Pro Leu Cys Val Ala Leu
1 5 10 15

Val Val Ile Ala Glu Ile Gly Phe Leu Gly
20 25

<210> 18

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido senal

<220>

<221 > misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 18

Xaa Xaa Xaa Arg Lys Val Ser Thr Phe Leu Pro Ile Cys Val Ala Leu
1 5 10 15

Val Val Tle Ile Glu Ile Gly Phe Leu Cys

25

30

35

40

45

20

<210> 19

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sefal

<220>
<221 > misc_feature
<222> (1)..(2)

25

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>
<221 > misc_feature
<222> (28)..(29)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 19

Xaa Xaa Phe Asn Thr Ile Thr Ile Thr Ile Met Ile Ala Phe Thr Phe

1

Phe Leu Leu Phe Leu Thr Gly Phe Leu Gln Phe Xaa Xaa

5

20

15

10

25

15
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<210> 20

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido sefal

<220>

<221 > misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 20

Xaa Xaa Lys Arg Leu Ala Leu Leu Phe Ile Val Phe Val Cys Val Ser

1 5 10

15

Phe Val Phe Trp Cys Val Ser Phe Val Phe Trp Asp Arg

20 25

<210>21

<211> 12295

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> plasmido pAGO01

<400> 21

tgagcgtcge
gcgaagtcge
cggeccgtttt
gaccttgcca
atcaccgaac
gcggcccagg
cgtgattttg
cgeccegecttt
gctgecectte
ggcggtagece
agggacagtg
ctgacgccegt
tcgtgcgaaa

tgcagcggaa

aaaggcgctc
tcttecttgat
agcggctaaa
agctcgtect
cgecgeegtge
tcgccattga
tagcecectgge
tcctcaateg
ctggttggct
ggccagccte
aagaaggaac
tggatacacc
aaggatggat

aagcgccacg

ggtcttgccet
ggagcgcatg
aaagtcatgg
gcttctette
gcgggtegte
tgcgggcecag
cgacggccag
ctecttegtte
tggtttcatc
gcagagcagg
acccgcetcege
aaggaaagtc
ataccgaaaa

cttcecegaag

tgctcgtegg
gggacgtgcet
ctctgceccecte
gatcttecgee
ggtgagccag
ctcgcggacg
caggtaggcce
gtctggaagg
agccatccge
attcccgttg
gggtgggect
tacacgaacc

aatcgctata

ggagaaaggc

16

tgatgtactt
tggcaatcac
gggcggacca
agcagggcga
agtttcagca
tgctcatagt
gacaggctca
cagtacacct
ttgcecctcat
agcaccgcca
acttcaccta
ctttggcaaa
atgaccccga

ggacaggtat

caccagctcc
gcgcaccccece
cgcccatcat
ggatcgtgge
ggccgcccag
ccacgacgcce
tgceggeege
tgataggtgg
ctgttacgcecce
ggtgcgaata
tcectgecegg
atcctgtata
agcagggtta

ccggtaageg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



gcagggtcgg

atagtcctgt
gggggcggag
gctggecettt
ttaccgecett
cagtgagcga
aggcttggac
cgcggtggaa
ctcecggcecage
gagcctcecett
cggaccggct
ttcaacggtg
cccaacagtg
cgcctegecag
cgtgeccggea
ggcattecceg
attctccgece
ccagtaaagce
gtctacgceceg
ctttgtcatg
ataaagaatc
cccaacatac
ctgattatgce
gcccactatg
ctgggcgege
gccagatctg
tttcacgcce
cgccaatata
tcatgagcgg
gttttacgtt

tggagtttaa

aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
gctagggcag
agggggaggyg
ggtcctgatc
ttegecaatce
tcgtcgaagg
ccgeecgegcet
aagtagctga
aggaagcgaa
tggatgcgeg
atcagaaatg
agcatggctt
gceggetget
acctcgttca
cttgacactt
cgcgegttca
ccctgategt
cggtgectgece
gcattctgcet
tgtcggatcg
gggaaccctg
ttttaaatat
tcectgtcaaa
agaattaagg
tggaactgac

tgagctaagce
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cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttectg
gataccgctce
gagcgccaga
ggcatgaaaa
gatgttgtct
aatcgtcacc
catcgacaat
cgtctatcege
cgceggeatce
ttgtcatcag
gctgegegte
cgccatcgeg
agcgeccagte
cggccagtge
gaacccccaa
acaggtccag
tatcactgat
atcggaccag
aattctgagce
gggcctcectg
ggcgctgtat
tttcgggegg
tggttggcat
ccgattattce
cactgatagt
gagtcacgtt
agaaccgcaa

acatacgtca

agcttccagg
ttgagcgteg
acgcggcectt
cgttatceccce
gccgcagcecg
aggccgcecag
agcccgtage
acatggctct
ctttetecggt
caccgcgagt
ggcccgcaac
gctgtegeeg
cgcattgacg
ggccgtttee
gtaggcgage
gtegtegget
gtcgagcage
ccgtteegee
ggcggcacgg
aaacataata
cggaggctgg
actgtecgege
cgcgatctgg
gcgttggtge
cggccaatct
gcacatacaa
taataaacgce
ttaaactgaa
atgacccceg
cgttgaagga

gaaaccatta

17

gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtg
aacgaccgag
agaggccgag
gggctgctac
gctgtagtga
ccttcaacgt
ccetgetega
agcggcgaga
gcctgetect
gcgtceceegg
atctgeggtg
agcgcctgcec
cteggcacecg
gcecegettgt
agtttgecgtg
atcactgtat
tgtccaccaa
tcecggaggece
tcgacgetgt
ttcactcgaa
aatttgcetg
tgctegtete
atggacgaac
tcttttetet
ggcgggaaac
ccgatgacge
gccactcage

ttgecgegtte

tggtatcttt
tgctegteag
ctggecetttt
gataaccgta
cgcagcgagt
cgecggecegtg
gggcgtctga
gtgggttgcg
tcctgacaac
acgctgegtce
gcggagectg
caagcacggc
ccgaaaaacc
cgeeecggteg
tgaagctgceg
aatgcgtatg
tcctgaagtg
tegtcagacce
tcggctgceaa
cttatcagtg
agacgtgaaa
cggcatecgge
cgacgtcacc
cgcacctgtg
gctggecgge
ggataaacct
taggtttacc
gacaatctga
gggacaagcc
cgegggttte

aaaagtcgcce

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



taaggtcact
attcecceteg
gatctggatc
gaacaagcta
cttecctgacg
aatcaagata
agatatctca
ggagattcgg
tatagtattc
catctctgtg
gtggaaagta
gagtaagcgg
tcgtggagtt
actggatttt
tacatactaa
tcccttatcet
ctcctgtcaa
gctctgaggg
ctggttccgg
aaaatgccga
ctgattacgg
atggtgctac
ataattcacc
aatgtcgcecee
ttcattaatg
caattaatgt
ctecgtatgtt
atgattacgce
gaatgctaac
cccgagcaat
aagattcagg

tactattcca

atcagctagce
gtatccaatt
gtttcgegtyg
acagtgaacg
aaagtccgag
atccecttgg
gatacgacag
ttaactatgce
ggtttcgagg
agatggcaat
atgtatcaag
gactctgggg
ccecgccacag
ggttttagga
gggtttctta
gggaactact
tgctggegge
tggcggttcet
tgattttgat
tgaaaacgceg
tgctgctate
tggtgatttt
tttaatgaat
ttttgtcttt
cagctggcac
gagttagctce
gtgtggaatt
caagcttgceca
ccacagatgg
aatctccagg
actaactgca

gtatggacga
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aaatatttct
agagtctcat
cacaaaaatg
ttgggatgga
ttggactgag
tttcaaggaa
gacggaagcc
agcatctcga
agttagtatc
tcggtctaag
aggatgccct
ttcgaaatga
acccggatga
attagaaatt
tatgctcaac
cacacattat
ggctctggtg
gagggtggeg
tatgaaaaga
ctacagtctg
gatggtttca
gctggetcta
aatttecegte
ggcccaatac
gacaggtttce
actcattagg
gtgagecggat
tgectgeagg
ttagagaggce
aaatcaaata
tcaagaacac

ttcaaggcett

tgtcaaaaat
attcactctc
gaacgagcta
ggatcaggag
tggcggctac
agctggggtt
tcactgcaca
ttttteggtt
accgtttctg
caagaactgc
gaaggtactg
ccgaccatat
tccectaatt
ttattgatag
acatgagcga
tatggagaaa
gtggttctgg

gctctgaggg

tggcaaacgc
acgctaaagg
ttggtgacgt
attcccaaat
aatatttacc
gcaaaccgcc
ccgactggaa
caccccaggce
aacaatttca
tcececcagatt
ttacgcagca
ccttcecaag
agagaaagat

gcttcacaaa
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gctccactga
aatccaaata
tacaaggaaa
gcaccactte
ataacgatga
tcgggaaagt
gagtccttgg
tcgaccagat
gagggtcgeg
tacagcttge
agaccttcga
cttgectgegt
cgggggatct
aagtatttta
aaccctatag
ctcgagettg
tggcggcetcet
aggcggttce
taataagggg
caaacttgat
ttceggecett
ggctcaagtc
ttececcteect
tcteececgeg
agcgggcagt
tttacacttt
cacaggaaac
agccttttea
ggtctcatca
aaggttaaag
atatttctca

ccaaggcaag

cgttccataa
atctgcaccg
cgacgctagg
tceccttcaaa
gacgaactcg
tgtatttaag
atcttggacg
cggatgtacc
aactcttcag
cccaatcgaa
aaaagaaagc
tcggatattt
ggattttagt
caaatacaaa
gaaccctaat
tcgatcgacc
gagggtggtg
ggtggtggct
gctatgaccg
tctgtegeta
gctaatggta
ggtgacggtg
caatcggttg
cgttggceccga
gagcgcaacg
atgcttcegg
agctatgacc
atttcagaaa
agacgatcta
atgcagtcaa
agatcagaag

taatagagat

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620



tggagtctct
agaggaccta
actcaatgac
caaaaatatc
ggtaatatcc
gatagtggaa
cgttgaagat
cgtggaaaaa
cactgacgta
aggaagttca
tcegeggecg
gcaataaagt
tctgttgaat
atgggttttt
atagcgcgceca
attcactgge
atcgcecettge
atcgeecttce
tcecttteteg
gggttcecgat
tcacgtagtg
ttctttaata
tcttttgatt
tgetggggceca
gcaatcagct
gtccgecaatg
ccaccagcca
ggcagcccat
ctcatgttac
tgatctegeg

aaatatcatc

aaaaaggtag
acagaactcg
aagaagaaaa
aaagatacag
ggaaacctcc
aaggaaggtg
gcctetgeeg
gaagacgttc
agggatgacg
tttcatttgg
cactagtcga
ttcttaagat
tacgttaagc
atgattagag
aactaggata
cgtegtttta
agcacatccc
ccaacagttg
ccacgttcge
ttagtgettt
ggccatcgcece
gtggactctt
tataagggat
aaccagcgtg
gttgccegte
tgttattaag
gccaacagct
cagtcecggga
cgatgctatt
gagggtagca

tcecetegeag
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ttcccactga
ccgtaaagac
tcttegtcaa
tctcagaaga
tcggattcca
gctcctacaa
acagtggtcc
caaccacgtc
cacaatccca
agagaacacg
caggcctgag
tgaatcctgt
atgtaataat
tcececgeaatt
aattatcgceg
caacgtcegtg
cctttegeca
cgcagcctga
cggctttecee
acggcacctc
ctgatagacg
gttccaaact
tttgccgatt
gaccgcecttge
tcactggtga
ttgtctaage
cccecgaccgg
cggcgtcage
cggaagaacg
tgttgattgt

agatccgaat

atcaaaggcc
tggcgaacag
catggtggag
ccaaagggca
ttgcccaget
atgccatcat
caaagatgga
ttcaaagcaa
ctatcctteg
ggggactcta
ctcgaatttce
tgceggtett
taacatgtaa
atacatttaa
cgcggtgtcea
actgggaaaa
gctggegtaa
atggcgeceeg
cgtcaagctce
gaccccaaaa
gtttttegee
ggaacaacac
tcggaaccac
tgcaactcte
aaagaaaaac
gtcaatttgt
cagctcggca
gggagagcecg
gcaactaagc
aacgatgaca

tatcagcctt
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atggagtcaa
ttcatacaga
cacgacacac
attgagactt
atctgtcact
tgcgataaag
cccccaccca
gtggattgat
caagaccctt
gaggtacccg
cccgatcegtt
gcgatgatta
tgcatgacgt
tacgcgatag
tctatgttac
ccctggegtt
tagcgaagag
ctecetttege
taaatcgggg
aacttgattt
ctttgacgtt
tcaaccctat
catcaaacag
tcagggccag
caccccagta
ttacaccaca
caaaatcacc
ttgtaaggcg
tgcegggttt
gagcgttgcet

cttattcatt

agattcaaat
gtctecttacg
ttgtctacte
ttcaacaaag
ttattgtgaa
gaaaggccat
cgaggagcat
gtgatatctce
cctctatata
ggcccgegga
caaacatttg
tcatataatt
tatttatgag
aaaacaaaat
tagatcggga
acccaactta
gcccgcaccg
tttcttcect
gctcecttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctecgggcetat
gattttcgece
gcggtgaagg
cattaaaaac
atatatcctg
actcgataca
gcagactttg
gaaacacgga
gcctgtgatce

tctcgcettaa

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480



ccgtgacagg
ccgcetgagga
cctatccatt
atgcatccce
tgtaggttceg
caggccgage
aaacactaaa
ggtgagcaga
aaccgecccee
caccaacagc
cgggctacct
cgtegeegeg
cgaaatatta
tcggacgatce
ccecteggect
cttggggeeg
gccgaatgece
gtgctcgtaa
gcggaaatcec
caattttaat
tgagcgaagce
gctgctgaac
tcatcattga
ccgacctget
gtttccaget
gcegteggeg
aacagcacga
tccaggacge
gtgaagccca
cggccattga
tcgecgatag

tcggeecgea

ctgtcgatct
agctgagtgg
gctcaccgaa
ggctgatcga
agtcgcgaga
cacgccaggc
gctactggaa
ggcacgggag
gccaggcccg
gccacgceccg
agcagagcgg
accccgceeceg
agtgcgceega
atcacgagca
cgctgttegg
tceteetgtt
acggcatctce
acggacccga
tgecacgtegg
cctetgttta
aagtgcgtceg
ccccageegg
cccaggcegtg
cgecgecactt
tgagcgggta
acagcttgeg
cgatttccte
ggaagcggtg
tcgeegtege
tcgaccagece
gggtgcgcett

gctcgacgcec
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tgagaactat
cgctatttet
tggtacaggt
ccececagatcet
tceceeceggaa
cgagaacatt
cgagcagaag
gttgccactt
ctgcgacgec
cagttccgeca
cagagatgaa
gcaggcggta
ggatgaagat
ataaacccgce
gctccacgaa
tgaagaccga
gcaaccgttce
acatctctgg
ccgectecaag
tecggecagtte
agcagtgccce
aactgacccce
ttccaccagg
cttcacgcegg
cggctecegg
gtacttctcce
gtcgatcagg
cagcagcgac
ctgtaggcge
caggtectgg

cgcegtactec

ggtgtaggtg

gccgacataa
ttagaagtga
cggggacccg
ggggctgaga
ccaaaggaag
ggttecctgta
tectecggece
gcgggteage
gacaggatct
aatagccccce
cacgaccatc
gaccgaaata
gcgcatccac
cggcaacgcc
aacgccggac
cagcccaatg
agcgaacgcc
agctttette
ccgtegaate
gtagagcgceg
gcttgttcet
acaaggccct
ccgetgecte
gtggaatccg
tgcgagcetga
catatgaatt
acctggcaac
accgattcca
gacaggcatt
caaagctegt
aacacctgcet

atcttcacgt
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taggaaatcg
acgttgacga
aagttccgac
aagcccagta
taggttaaac
ggcatcggga
gccagttgece
acggttececga
agcgctgegt
aggaccgcca
agcggctgcea
aacaacaagc
cagattcceg
cgcagcagca
agatgcgcct
atctcgeegt
tccatggget
agggccgaca
tgagccttaa
ccgtgegtece
gaaatgccag
agcgtttgea
gcaactctte
atccgecacat
aatagtcgaa
tcgtgtagtg
gggacgtttt
ggtgcccaac
ccteggeett
agaacgtgaa
gccacaccag

ccttgttgac

ctggataaag
tatcaactcc
tgtcggectg
aggaaacaac
ccegeteegat
ttggeggatce
aggcggtaaa
acgccatgga
ttggtgtcaa
tcaatcgtat
cagcgectac
tccagaatag
ttggaatctg
taccggecgac
tgtgagcgtc
cgatgtagge
ttttctectce
atcggatctc
tcacaattgt
cgagcgatac
taaagcgctg
atgcaccagg
gcaggctteg
gaggcggaag
catcecgtegg
gtcgeccagea
cttgccacgg
gcggtcggac
cgtgtaatac
ggtgatcggce
ttcgtcatceg

gtggaaaatg

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400



accttgtttt
cgggccegtgt
gaaagctgca
tcgctgacct
cctcgegtgt
gaacgctcca
cgctecgatcet
ggcgcacgca
tcgatcagtt
gggattgccc
gcecttggtgt
ccgtccttcet
cccaaatact
gtgcgcectect
cagtaaaata
tagctcgaca
gtcataccac
atctttcaca
gggcttttcce
ttecccagttt
taagcggcetg
cctgatgecac
ttccgagcecaa
ttcaaagtgce
ttceegttee
gttttcattt
tacgcagegg
ttattatttc
aagacgaact
ttttcaaagt

ccacaattat

gcagcgcectce
cgtttggcat
tttcecttgat
gttttgccag
cgatggtcat
cggcggecga
tggcecgtage
tgacggtgcg
cttgeectgta
cgactcacgc
ccagataatc
cgtacttggt
tgecegtggge
gcttgtcegece
taatatttta
tactgttett
ttgtecegecece
aagatgttgce
gtctttaaaa
tcgcaatcca
tctaagctat
tccgecataca
aggacgccat
aggacctttg
acatcatagg
tctcccacca
tatttttcga
cttectettt
ccaattcact

tgttttcaaa

gggtgatgct
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gcgegggatt
cgctcgecatce
ctgctgette
gtcctegeeg
cgacttcgcece
tggcgcggge
ttgctggacc
gcttgegatg
tgecctteegg
cggggcaatg
caccttatcg
attccgaatc
ctcggectga
ggcatcgttg
ttttctecca
cccegatatce
tgcegettet
tgtctcecag
aatcatacag
catcggccag
tcgtataggg
gctcgataat
cggcctcact
gaacaggcag
tggtcccettt
gcttatatac
tcagtttttt
tctacagtat
gttcettgea
gttggecgtat

gccaacttac

ttcttgttge
gtgtccggece
gtgtgtttca
gcggttttte
aaacctgccg
agggcagggg
atcgagccga
gttteggeat
tcaaacgtcc
tgcccttatt
gcaatgaagt
ttgccctgea
gagccaaaac
cgccacatct
atcaggcttg
ctecectgatce
cccaagatca
gtcgeegtgg
ctecgegegga
atcgttattc
acaatccgat
cttttcaggg
catgagcaga
cttteccttec
ataccggcetg
cttagcagga
caattccggt
ttaaagatac
ttctaaaacce
aacatagtat

tgatttagtg
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gcgtggtgaa
acggcgcaat
gcaacgcggc
gcttettggt
cctectgtte
gagccagttg
cggactggaa
ccteggegga
gattcattca
cctgatttga
cggtcecegta
cgaataccag
acttgatgcg
aggtactaaa
atccccagta
gaccggacgc
ataaagccac
gaaaagacaa
tctttaaatg
agtaagtaat
atgtcgatgg
ctttgttecat
ttgctccage
agccatagca
tcegtceattt
gacattcctt
gatattctca
cccaagaagc
ttaaatacca
cgacggagcc

tatgatggtg

cagggcagag
atcgaacaag
ctgecttggece
cgtcatagtt
gagacgacgc
cacgctgtcg
ggtttcgegg
aaaccccgeg
cccteettge
cccgeectggt
gaccgtctgg
cgaccccttg
gaagaagtcg
acaattcatc
agtcaaaaaa
agaaggcaat
ttactttgece
gttcctette
gagtgtcttce
ccaattegge
agtgaaagag
cttcatactc
catcatgccg
tcatgtccett
ttaaatatag
ccgtatcettt
ttttagccat
taattataac
gaaaacagct
gattttgaaa

tttttgaggt

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260



gctccagtgg
cgtaacggeca
tggcaactgc
atggccatga
acgattttac
gcagtgacgt
cgcgccageg
tattcggtga
acgtggtgat
tgcacgtaat
agcacctggce
acaaagtcat
aattatgata
gcaagttttt
gcecceectgaa
gtattgtcaa
tagcttttta
tacctcggta
acacgagcac
ccgccatgaa
cgecegeecte
caatgcttcce
caatggcaag
gcagccectg
gcacccccect
tttataaata
cggaaaccct
tgcgeccecte
tcagtagtcg
atcatctgtg
ctccacgtcg

teggececte

cttetgtgtce
aaagcaccgc
agttcactta
atggcgttagg
gtcacttaaa
catcgtctge
ctggetgttt
acgcactatg
atggatgacg
cagcaagcga
acggctggga
cgggcattat
gaatttacaa
atgctttgece
atccttacat
tatattcaag
aatatggecge
taatcttacc
ggcacccgceg
gtcecgtgaat
actgccecgge
gggcgtcgeg
gactgccagce
gggggatggg
tcggcgtgeg
ttggtttaaa
tgcaaatgct
atctgtcage
cgeccecctecaa
ggaaactcgce
ccggccgaaa

aagtgtcaac
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tatcagctgt
cggacatcag
caccgcttcet
atgccgggcea
aaactcaggce
gcggaaatgg
tacgegtatg
gcgacgcetgg
gatggctgge
tatacgcage
cggaagtcgce
ctgaacataa
gctataaggt
cattctatag
acggcgatat
gcaatctgcece
ttcatagagt
tatcacctca
accactatgce
gccccgacgyg
acctggtcge
ctcgggetga
gctgececattt
aggcecgegt
cggtcacgeg
agcaggttaa
ggattttcetg
actctgecccce
gtgtcaatac
gtaaaatcag
tcgagcctgce

gtcecgecect

ccectectgtt
cgctatectet
caacccggta
acagcccgca
cgcagteggt
acgaacagtg
acagtctcceg
ggcgtcettat
cgctgtatga
gaattgagcg
tgtegttete
aacactatca
tattgtectg
atatattgat
cttctatata
tccteatect
aattctgtaa
aatggttcgce
caagaatgcce
ccgaagtgaa
tgaatgtcga
tcgeecatece
ttggggtgag
tagcgggeeg
cacagggcgce
aagacaggtt
cctgtggaca
tcaagtgtca
cgcagggcac
gcgttttege
ccctcatctg

catctgtcag
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cagctactga
gctctcactg
cgcaccagaa
ttatgggcgt
aacctegege
gggctatgtce
gaagacggtt
gagcctgetg
atcccgectg
gcataacctg
aaaatcggtg
ataagttgga
ggtttcaage
aagcgcgcetg
aaagatatat
cttecatecctce
aggtccaatt
tgggtttatc
caaggtaaaa
gggcaggccg
tgccagcacce
cgttactgece
gccgttegeg
ggagggttcg
agccctggtt
agcggtggcece
gcccectcaaa
aggatcgege
ttatccecag
cgatttgega
tcaacgcege

tgagggccaa

cggggtggtg
ccgtaaaaca
aatcattgat
tggcctcaac
atacagccegg
ggggctaaat
gttgegecacg
tcaccetttg
aagggaaagc
aatctgagge
gagctgcecatg
gtcattaccc
attagtccat
cctatgectt
tatcttatca
ttegtettgg
ctegttttea
gcacccccega
attgceggece
ccacccaggc
tgcggcacgt
ccgatceegg
gccgaggggce
agaagggggg
aaaaacaagg
gaaaaacggg
tgtcaatagg
cccteatetg
gcttgtcecac
ggctggccag
gccgggtgag

gttttcegeg

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180
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aggtatccac aacgccggcg geccgeggtgt ctcgcacacg gettcgacgg cgtttetgge 12240

gcgtttgcag ggccatagac ggccgcocage ccageggega gggcaaccag cccgg 12295

23
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de produccion de un alérgeno recombinante en una planta de tabaco Nicotiana benthamiana, que
comprende las siguientes etapas:

a) el cultivo de la planta en aeroponia o en hidroponia, preferentemente sobre flotadores moviles, y con luz LED,
y después

b) la agroinfiltracion de la planta obtenida en la etapa a), al vacio, por agrobacterias que comprenden el vector
de expresion pAGO01 de secuencia SEQ ID NO 21, comprendiendo dicho vector un fragmento de ADN que
codifica la proteina recombinante, y después

c) volver a cultivar las plantas después de la etapa b), en las mismas condiciones que las de la etapa a), y
después

d) la extraccion y la purificacion del alérgeno recombinante a partir de las partes aéreas de las plantas producidas
en la etapa c).

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el alérgeno recombinante es un alérgeno
recombinante de acarido.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que el alérgeno recombinante se selecciona entre
los alérgenos de Dermatophagoides farinae, los alérgenos de Dermatophagoides pteronyssinus, los alérgenos de
Euroglyphus manei, los alérgenos de Acarus siro, los alérgenos de Blomia tropicalis, los alérgenos de cucarachas, los
alérgenos de podlenes de arboles o de gramineas, los alérgenos de animales, los alérgenos de hongos, los alérgenos
del latex de Hevea y los alérgenos responsables de alergias alimentarias.

4. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que el alérgeno recombinante se
selecciona entre Der f 10, Der f 11, Der f 13, Der f 14, Der f 15, Der f 16, Der f 17, Der f 18, Der f 2, Der f 2.0101, Der
f2.0102, Der f 2.0103, Der f 2.0104, Der f 2.0105, Der f 2.0106, Der f 2.0107, Der f 2.0108, Der f 2.0109, Der f 2.0110,
Der f 2.0111, Der f 2.0112, Der f 2.0113, Der f 2.0114, Der f 2.0115, Der f 2.0116, Der f 2.0117, Der f 20, Der f 3, Der
f4, Der f5, Der f 6, Der f 7, Der f 8, Der f 9 y Der f HSP70.

5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que el alérgeno recombinante se
selecciona entre Der p 10, Der p 11, Der p 14, Der p 15, Der p 18, Der p 2, Der p 2.0101, Der p 2.0102, Der p 2.0103,
Der p 2.0104, Der p 2.0105, Der p 2.0106, Der p 2.0107, Der p 2.0108, Der p 2.0109, Der p 2.0110, Der p 2.0111, Der
p 2.0112, Der p 2.0113, Der p 20, Der p 21, Der p 3, Der p 4, Derp 5, Der p 6, Derp 7, Der p 8 y Der p 9.

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que el alérgeno recombinante se
selecciona entre Blot 1, Blot5,Blot 9, Blot 10, Blot 12 y Blo t 21.

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que la agroinfiltracion se realiza al vacio
por efecto Venturi.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, caracterizado por que la agroinfiliracion se realiza mediante una etapa
de poner al vacio la planta durante 2 minutos, o de poner al vacio, preferentemente a -0,8 bar durante 2 minutos, a
continuacioén quitar el vacio y regresar a la presion atmosférica, preferentemente durante 30 segundos, y después
poner al vacio, preferentemente a --0,8 bar durante 2 minutos, seguido finalmente del regreso a la presion atmosférica.
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Figura 8
Reozyme .
(SEQ ID Secuencia LOCALIZACION
NO:)

1 MTGASRRSARGRI RE

2 MARCERRRRA RE

3 MNDRRPQRKRPA RE
MTGASRRSAR GRIKSSSLSP GSDEGSAYPP SIRRGKGKEL VSIGAFKTNL KILVGLIILG HIVIYFVINR

4 5LVRHGLLFDE SQKPRVITPF PAPKVMDLSM FQGEHKESLY WGTYRPHVYF GVRARTPLSL RE
V6AGLMWLGVK DEMYVYMRHFC

5 MARGSRSVGS SSSKWRYCNP SYYLKRPKRL ALLFIVFVCY SFVFWDRQT RE+AG
MARGSRSVGS SSSKWRYCNP SYYLKRPKRL ALLFIVFVCY SFVFWDRQTL VREHQVEISE RE+AG
LQKEVTDLKN LVDDLNNKQG GTSGKTDLGR KATKSSKDV

7 MAAALALLFIVFVCYSFVFWDR RE+AG

8 MGVFSNLRGP RAGATHDEFP ATNGSPSSSS SPSSSIKRKL SNLLPLCVAL VVIAEIGFLG RLDKVATS RE+AG

9 MRGYKFCCDF RYLLILAAVA FIYIQMRLFA TQSEYADR RE+AG

10 MGVFSNLRGP KIGLTHEELP VWANGSTSSS SSPSSFKRKY STFLPICVAL VVIIEIGFLC RLDNASTS Golgi cisterna media

11 MLVMPQPPKP FNTITITIMI AFTFFLLFLT GFLQFPSISP S Golgi cisterna trans

12 MARCGSRSVGS SSSKWRYCNP SYYLKRPKRL ALLFIVFVCY SFVFWCVSFV FWDRQTLVRE Golgi cisterna trans
HQVEISELQK EVTDLKNLYD DLNNKQGGTS GKTDLGRKAT KSSKDV

13 XXXLALLFIVFVCVSFVFWDR Golgi cisterna cis

14 XXRYLLILAAVAFIYIQMRLFATQS Golgi cisterna cis

15 XXXLGILFAVTLSIVLMLVSVXXX Golgi cisterna media

16 XXKIFLYMLLLNSLFLIIYFVFH Golgi cisterna media

7 XXXRKLSNLLPLCVALVVIAEIGFLG Golgi cisterna cis

18 XXXRKVSTFLPICVALVVIIEIGFLC Golgi cisterna media

19 XXFNTITITIMIAFTFFLLFLTGFLQFXX Golgi cisterna trans

20 XXKRLALLFIVFVCVSFVFWCVYSFYFWDR Golgi cisterna trans
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