ES 2720140 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 720 140
GDint. Cl.;

A61K 39/36 (2006.01)
CO7K 14/02 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 11.06.2012 ~ PCT/EP2012/061040
Fecha y nimero de publicacién internacional: 13.12.2012 WO12168487

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  11.06.2012 E 12729450 (2)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 23.01.2019  EP 2717910

T|’tu|0: Proteinas de fusion transportadoras de péptido como vacunas para alergias

Prioridad: @ Titular/es:
09.06.2011 EP 11169365 BIOMAY AG (100.0%)
Lazarettgasse 19 Top 1
Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la 1090 Wien, AT
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

18.07.2019 NIESPODZIANA, KATARZYNA,;

FOCKE-TEJKL, MARGARETE;
VRTALA, SUSANNE;
BANERJEE, SRINITA;

CHEN, KUAN-WEI,

WEBER, MILENA;

VALENTA, RUDOLFy
MARTH, KATHARINA

Agente/Representante:
ARIAS SANZ, Juan

Observaciones :
Véase nota informativa (Remarks, Remarques
o Bemerkungen) en el folleto original publicado
por la Oficina Europea de Patentes

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2720 140 T3

DESCRIPCION
Proteinas de fusion transportadoras de péptido como vacunas para alergias

La presente invencion se refiere a la fusion de fragmentos de proteina de alérgeno a una proteina virica que son Utiles
para el tratamiento de alergias.

La alergia de tipo | es una enfermedad por hipersensibilidad mediada por IgE que afecta a practicamente un 25 % de
la poblacion. Se basa en el reconocimiento de antigenos inofensivos transportados por el aire, de insectos, de veneno,
alérgenos alimentarios y alérgenos de contacto procedentes de fuentes de antigeno de por si inofensivas, tales como
polen, insectos, moho y proteinas de animales mediante inmunoglobulinas E especificas. El sobrecruzamiento de los
anticuerpos IgE unidos a células efectoras provoca una liberacién de mediadores inflamatorios (por ejemplo, histamina,
leucotrienos) y por lo tanto, a los sintomas inmediatos de la alergia (por ejemplo, rinoconjuntivitis, asma, dermatitis,
anafilaxia). La activacion de linfocitos T mediante mecanismos dependientes de IgE asi como independientes de IgE
contribuye a la inflamacion alérgica.

Probablemente, la Unica forma de tratamiento de las causas de la alergia es la inmunoterapia con antigenos
especificos, que se basa en la administracion repetida de cantidades crecientes de extractos de alérgeno de la mayoria
de las fuentes. Numerosos estudios clinicos han documentado la eficacia clinica de la inyeccién de inmunoterapia y
hay pruebas de varios mecanismos inmunolégicos que respaldan este tratamiento. Debido a la dificultad para preparar
extractos de alérgeno de alta calidad para ciertas fuentes de alérgeno y al hecho de que la administracion de alérgenos
a los pacientes puede provocar graves efectos secundarios, solo puede recomendarse la inmunoterapia con alérgenos
especificos para ciertos grupos de pacientes y manifestaciones de la enfermedad. Es especialmente complicado tratar
a pacientes sensibles a varias fuentes de alérgenos diferentes y a pacientes que padecen manifestaciones graves de
la enfermedad, tales como asma alérgica. El asma alergia es una de las manifestaciones mas vigorosas de la alergia,
debido a que afecta gravemente a la calidad de vida diaria, provoca una elevada tasa de ingresos hospitalarios y
puede manifestarse en formas graves, potencialmente letales que requieren cuidados intensivos del paciente.

Los extractos de alérgenos preparados de fuentes de alérgenos naturales se encuentran en bruto y es imposible
influenciar la calidad y las cantidades de los alérgenos individuales en dichas preparaciones mediante medios técnicos.
También contienen numerosos componentes no alergénicos no definidos y varios estudios recientes han destacado
la baja calidad de dichos extractos y documentan su gran heterogeneidad.

En la dltima década, se han hecho grandes progresos en el campo de la caracterizacion molecular de alérgenos
usando tecnologia de ADN recombinante. Un gran numero de los alérgenos causantes de enfermedades mas
importantes se han caracterizado hasta el nivel molecular y se han producido alérgenos recombinantes que imitan la
complejidad epitdpica de los extractos de alérgeno naturales. Por otra parte, varios grupos de investigacion han usado
el conocimiento relativo a las estructuras de alérgeno para desarrollar nuevas vacunas contra la alergia definidas. Se
ha empleado ingenieria genética, quimica de péptidos sintéticos y conjugacion de alérgenos con secuencias de ADN
inmunoestimuladoras para reducir la actividad alergénica de las nuevas vacunas y por lo tanto, la frecuencia de efectos
secundarios inducidos por la terapia. Los primeros estudios clinicos prometedores se llevaron a cabo con dichos
derivados de alérgenos. De forma interesante, se dio el caso de que aunque la reactividad con IgE de los alérgenos
recombinantes modificados por ingenieria genética y los péptidos que contienen epitopos de linfocitos T sintéticos
procedentes de alérgenos pueden reducirse significativamente o incluso suprimirse, estos derivados siguen pudiendo
inducir efectos secundarios sistémicos que aparecen varias horas después de la inyeccion. Por ejemplo, se ha
comunicado que los péptidos de epitopo de linfocitos T del alérgeno principal de gato, Fel d 1, indujeron asma e
hiperreactividad bronquial varias horas después de su inyeccion intracutanea y hay sélidos indicios de que este efecto
esta mediado por linfocitos T y restringido al MHC.

Estos resultados indican que la eliminacion de la reactividad de IgE reduce los efectos secundarios mediados por IgE
ya que no se registraron reacciones inmediatas durante el transcurso de estos estudios de inmunoterapia. Sin
embargo, los epitopos de linfocitos T especificos de alérgeno que se han preservado en los derivados de alérgeno
recombinantes, asi como en las mezclas de péptidos, son responsables de los efectos secundarios tardios (por
ejemplo, dermatitis muy problematica o atdpica, manifestacion alérgica en la piel crénica mediada por linfocitos T). Los
efectos secundarios provocados en el caso de los derivados de alérgeno recombinantes fueron relativamente leves y
en el caso de las vacunas de péptido de linfocitos T, se pueden superar mediante una dosificacion adecuada. Por lo
tanto, estas dos nuevas estrategias parecen muy prometedoras para la inmunoterapia de la rinoconjuntivitis alérgica,
pero pueden tener limitaciones cuando se aborda el tratamiento de las formas graves del asma alérgica, donde puede
ser problematica la induccion de efectos secundarios tardios en el pulmén.

Para administrar y por consiguiente provocar una respuesta inmunitaria eficaz contra péptidos, polipéptidos y
proteinas, pueden usarse regularmente adyuvantes y/o transportadores. por ejemplo, el adyuvante completo de
Freund (CFA) es uno de los adyuvantes mas potentes disponibles. Existe la necesidad de composiciones de vacuna
capaces de inducir fuertes respuestas inmunitarias contra péptidos y polipéptidos procedentes de alérgenos y
obviamente, de otros antigenos con o sin el uso de adyuvante completo de Freund. Ademas, aunque se ha usado con
éxito BSA como portador en modelos animales, puede no ser adecuado para su uso en composiciones de vacuna
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para seres humanos debido al riesgo de reacciones adversas, tal como el riesgo de transmision de enfermedad por
priones (variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob). Otro reto para el desarrollo de una vacuna eficaz contra
alérgenos es la necesidad de una respuesta inmunitaria capaz de reducir los alérgenos rapidamente en un individuo
o animal. Por lo tanto, se necesitan elevadas concentraciones de anticuerpos especificos para alérgenos, que sean
principalmente del subtipo IgG. En las superficies mucosas, también son importantes los anticuerpos IgA.

La toxina colérica, una proteina transportadora conocida en la técnica, también se usa regularmente como adyuvante.
Sin embargo, la toxina colérica aumenta los niveles totales y especificos de anticuerpo IgE y provoca reacciones
inflamatorias asociadas con IgE.

Debido a los efectos secundarios provocados por la mayoria de proteinas transportadoras usadas para vacunacion,
existe la necesidad de sistemas transportadores que sean capaces de estimular las respuestas inmunitarias contra
alérgenos u otros antigenos, sin usar adyuvantes toxicos, sin usar proteinas transportadoras poco toleradas y, en
ciertas situaciones, sin estimular respuestas inmunitarias potencialmente patoldgicas. Pueden usarse nuevos sistemas
transportadores que cumplan estas especificaciones para la formacién de nuevos conjugados y composiciones
adecuadas para el tratamiento o la prevencion de enfermedades, tales como enfermedades alérgicas.

En Bohle B. et al. (J. Immunol. 172 (11) (2004): 6642-6648) se describe una proteina de fusidon recombinante que
comprende un resto de proteina de capa S y un resto de Bet v 1. Esta molécula comprende el alérgeno natural Bet v
1 que incluye epitopos para linfocitos T especificos de Bet v 1.

El documento WO 2004/004761 se refiere a particulas viricas que se fusionan a un inmundégeno y que pueden usarse
para inmunizacion.

En el documento WO 2004/003143 se divulga el uso de proteinas de fusién que comprenden una particula de tipo
virico y una molécula alergénica como inmundégeno para vacunacion.

En el documento WO 2007/140505 y en Edimayr et al. (J. Immunol. 182 (10) (2009) 6298-6306) se describe el uso de
proteinas de fusiéon que comprenden diversas moléculas de transportador fusionadas a péptidos procedentes de
alérgeno para inducir anticuerpos IgG especificos para alérgenos, pero estas construcciones no muestran un efecto
inmunomodulador que pueda considerarse ventajoso para pacientes alérgicos, tales como la induccion de IL-10 o de
inmunidad de Th1. La Fig. 4 de Edimayr et al muestra que los péptidos fusionados a KLH inducen la citocina de Th2,
IL-5y las proteinas de fusion de VP1 no inducen IL-10 o IFN-gamma.

En Niespodziana et al (J. Allergy Clin. Immunol. 127 (6) (2011) 1562-1570) se describe el uso de proteinas de fusion,
comprendiendo cada una PreS procedente de hepatitis B y dos péptidos procedentes del alérgeno principal de gato,
Fel d 1, para inducir anticuerpos IgG especificos de alérgeno. Sin embargo, no se ha descrito un régimen adecuado
para la vacunacion de seres humanos y los péptidos contenian epitopos de linfocitos T especificos de alérgenos.

Un objeto de la presente invencion es proporcionar medicamentos y portadores que superen los inconvenientes
anteriormente mencionados y permitan una vacunacion con alérgeno con efectos secundarios reducidos.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un polipéptido capaz de generar respuestas de IgG contra al menos un
alérgeno de tipo silvestre, en donde la IgG generada de este modo puede bloquear la union de IgG a dicho alérgeno
de tipo silvestre y capaz de inducir la produccion de IL-10 e IFN-gamma; comprendiendo dicho polipéptido al menos 4
y hasta 6 fragmentos peptidicos hipoalergénicos que consisten en de 20 a 50 restos de aminoacido consecutivos de
al menos un alérgeno de tipo silvestre, fusionado al extremo N y C-terminal de una proteina transportadora, la proteina
PreS de hepatitis B (SEQ ID NO: 21), en donde dicho fragmento es un polipéptido de superficie de un virus de la
familia hepadnaviridae o al menos un fragmento de dicho polipéptido de superficie, en donde los al menos cuatro
fragmentos de péptido muestran una capacidad de unién a IgE nula o reducida en comparacion con el alérgeno de
tipo silvestre, son péptidos de uniodn a linfocitos B y muestran una reactividad con linfocitos B nula o sustancialmente
nula, en donde la proteina PreS de hepatitis B comprende al menos dos fragmentos peptidicos procedentes de al
menos un alérgeno de tipo silvestre fusionado a su extremo N-terminal y al menos dos fragmentos peptidicos
procedentes de al menos un alérgeno de tipo silvestre fusionado a su extremo C-terminal.

A fin de provocar una respuesta inmunitaria potenciada contra una molécula, en particular contra una molécula
alergénica o hipoalergénica de acuerdo con la presente invencion, se fusionan (por ingenieria genética) al menos
cuatro fragmentos peptidicos procedentes de al menos un alérgeno de tipo silvestre a un polipéptido PreS de hepatitis
B. Se ha observado, sorprendentemente, que a diferencia de las proteinas transportadoras empleadas de manera
convencional y regular, como KLH (hemocianina de lapa californiana), un polipéptido de la superficie de un virus de la
familia hepadnaviridae, un polipéptido PreS de la hepatitis B, produce una formacion potenciada de anticuerpos
dirigidos a aquellos péptidos que estan unidos a los mismos.

Se ha observado que los anticuerpos IgG especificos para alérgenos inducidos mediante la inmunizacion con mas de

tres fragmentos de péptido procedentes de alérgeno adecuadamente seleccionados, fusionados al polipéptido PreS
de la hepatitis B, estan mejor enfocados hacia los epitopos de IgE del alérgeno, mientras que la inmunizacion con el
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alérgeno de tipo silvestre produce IgG que estan dirigidas a todas las partes del alérgeno, incluyendo aquellas que no
son reactivas con IgE. En un experimento normalizado para titulos de IgG, esto produce una mejor capacidad de
bloqueo de la IgG inducida por PreS/péptido en comparacioén con la inducida por el alérgeno de tipo silvestre (Fig. 12).

También sorprendentemente, se observé que en cultivos de PBMC humanas, las proteinas de fusion de fragmentos
de péptido procedentes de alérgeno con el polipéptido PreS de la hepatitis B indujeron fuertemente las citocinas 1L-10
e IFN-gamma, que se han atribuido como indicadores positivos para una inmunoterapia exitosa contra alergias. Por el
contrario, la induccién de IL-10 e IFN-gamma fue significativamente menor con alérgeno de tipo silvestre, fragmentos
de péptido procedentes de alérgeno solos o solo PreS (Fig. 10).

"Fusionado al extremo N y C-terminal”, como se usa en el presente documento, significa que estan fusionados al
menos dos péptidos al extremo N-terminal de una proteina PreS de hepatitis B y al menos dos péptidos estan
fusionados al extremo C-terminal de una proteina PreS de hepatitis B. Para ilustracién, en la construcciéon mas basica,
una proteina PreS de hepatitis B puede comprender dos péptidos en el extremo N-terminal y dos péptidos en el
extremo C-terminal.

El polipéptido de la presente invencion comprende al menos cuatro y hasta seis fragmentos peptidicos, péptidos de
union a linfocitos B, procedentes de un alérgeno, siendo mas preferidos cuatro péptidos.

De acuerdo con la presente invencion, la proteina transportadora es el polipéptido PreS de hepatitis B con la siguiente
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 21):

GGWS SKPRKGMGTNL SVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPI
KDHWPAANQVGVGAFGPGLTPPHGGILGWSPQAQGILTTVSTIPPPASTNRQ S
GRQPTPI SPPLRD SHPQAMQWNSTAFHQAL QDPRVRGLYFPAGGS S SGTVN
PAPNIASHIS S I SARTGDPVTN

"Hipoalergénico", como se usa en el presente documento, se refiere a moléculas con un potencial alergénico reducido
o nulo (es decir, la reactividad con IgE se determina con ensayos de unién a IgE conocidos en la técnica). Dichas
moléculas tienen una capacidad reducida para provocar reacciones alérgicas en un individuo en comparacion con la
proteina de tipo silvestre de la que proceden estas moléculas.

Los al menos cuatro y hasta seis fragmentos peptidicos fusionados al extremo N y C-terminal de una proteina PreS
de la hepatitis B consisten en 20 a 50 aminoacidos consecutivos, del al menos un alérgeno de tipo silvestre y muestran
reactividad reducida con IgE en comparacion con el alérgeno de tipo silvestre del que proceden los fragmentos de
péptido. Estos fragmentos de péptido se disefian preferentemente para excluir epitopos de linfocitos T especificos de
alérgeno que pueden provocar efectos secundarios mediados por linfocitos T. Pueden determinarse e identificarse
epitopos de linfocitos T y moléculas que muestran respuesta de linfocitos T reducida mediante métodos conocidos por
los expertos en la materia (por ejemplo, Bercovici N. et al. Clin Diagn Lab Immunol. (2000) 7:859-864).

Los al menos cuatro y hasta seis fragmentos de péptido que consisten en 20 a 50 aminoacidos consecutivos de al
menos un alérgeno pueden proceder de uno y del mismo alérgeno. En caso de que dos o mas fragmentos procedan
del mismo alérgeno, estos dos o mas fragmentos no estan ubicados de manera adyacente en el alérgeno de tipo
silvestre y/o tienen un orden en el polipéptido de la presente invencién que no corresponde al orden en el alérgeno de
tipo silvestre.

La expresion "fragmento de péptido”, como se usa en el presente documento, significa una parte/fragmento de un
polipéptido o proteina de fusidn hipoalergénicos de la invencion que procede de la estructura primaria de un alérgeno
de tipo silvestre y consiste en de 20 a 50 aminoacidos consecutivos de este alérgeno de tipo silvestre.

Las expresiones "procedente de un alérgeno" y "procedente de al menos un alérgeno de tipo silvestre", como se usan
en el presente documento, significan que los fragmentos de péptido para los fines de la presente invencion se obtienen
directamente de un alérgeno mediante fragmentacion o truncamiento. La secuencia de aminoacidos de estos
fragmentos de péptido es preferentemente al menos un 80 % idéntica, mas preferentemente, al menos un 90 %
idéntica, lo mas preferentemente, al menos un 95 % idéntica, en particular, un 100 % idéntica, a la serie de la secuencia
de aminoacidos del alérgeno de tipo silvestre, de los que proceden los fragmentos de péptido. Sin embargo, los
péptidos que no son un 100 % idénticos a los fragmentos de alérgeno de tipo silvestre han de ser capaces de unirse
con al menos un 60 %, preferentemente, al menos un 70 %, mas preferentemente, al menos un 80 %, lo mas
preferentemente, al menos un 90 %, de la fuerza a un anticuerpo o anticuerpos, preferentemente a anticuerpos IgG,
que estan dirigidos contra dichos fragmentos de alérgeno de tipo silvestre. "Al menos un alérgeno de tipo silvestre"
significa que el polipéptido de la presente invencién puede comprender péptidos de union a linfocitos B o mas de uno,
preferentemente dos, mas preferentemente tres, alérgenos de tipo silvestre diferentes (es decir, fuentes) (por ejemplo,
un péptido procede de Bet v 1, uno de Amb a 1 y uno de Phl p 1 o dos péptidos proceden de Bet v 1 y uno de Amb a
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1).

Puede determinarse el grado de identidad de una primera secuencia de aminoacidos respecto de una segunda
secuencia de aminoacidos mediante una comparacion directa entre ambas secuencias de aminoacido usando ciertos
algoritmos. Dichos algoritmos se incorporan, por ejemplo, en varios programas informaticos (por ejemplo, "BLAST 2
SEQUENCES (blastp)" (Tatusova et al. (1999) FEMS Microbiol. Lett. 174:247-25; Corpet F, Nucl. Acids Res. (1988)
16:10881-10890).

Los polipéptidos de la presente invencién pueden obtenerse mediante métodos recombinantes o sintesis quimica.
Como alternativa, también es posible, obviamente, obtener las moléculas mediante escisién enzimatica o quimica del
alérgeno de tipo silvestre o de un polipéptido/proteina que porte la molécula de interés.

Sorprendentemente, se ha descubierto que las proteinas de fusiéon de péptido-portador con propiedades mejoradas
pueden obtenerse empleando proteinas superficiales del virus de la hepatitis B de humano. Pueden fusionarse desde
cuatro hasta seis fragmentos de péptido hipoalergénico al extremo C-terminal y al extremo N-terminal de una proteina
PreS de la hepatitis B. Por lo tanto, la presente invencion se refiere a proteinas de fusion formadas por al menos 4 y
hasta 6 fragmentos de péptido hipoalergénico con una proteina transportadora procedente de los antigenos de
superficie del virus de la hepatitis B de humano. Dichas proteinas de fusién usan como portador la proteina PreS. Una
realizacién mas preferida de la presente invencion es proteinas de fusion en las que se fusionan 4 fragmentos de
péptido hipoalergénico a la proteina portadora PreS. Los fragmentos de péptido (hipoalergénico) pueden ser iguales
o diferentes y pueden proceder de una o varias proteinas alergénicas y el locus de los péptidos dentro de la proteina
de fusion es el extremo C-terminal y el extremo N-terminal de la proteina portadora. Pueden fusionarse de uno hasta
tres fragmentos de péptido (hipoalergénico) a cada uno del extremo C-terminal y el extremo N-terminal de tal forma
que la suma de los fragmentos de péptido (hipoalergénico) sera, por ejemplo, tres o cuatro a seis. Los términos
"fusionado” o "proteina de fusion", se refieren a una realizacién preferida de la invencion, dando a entender que la
proteina portadora no alergénica y los fragmentos de péptido (hipoalergénico) en los extremos C y N-terminales del
portador se expresan y preparan en forma de una sola cadena de polipéptido recombinante.

Una realizacion extremadamente preferida de la presente invencién es proteinas de fusion de la proteina PreS del
virus de la hepatitis B, que portan fragmentos de péptido (hipoalergénico) procedentes de un alérgeno especifico, de
tal forma que uno o dos, preferentemente dos, fragmentos de péptido se fusionan cada uno al extremo C-terminal y al
extremo N-terminal del portador. A modo ilustrativo, los polipéptidos preferidos de la presente invencion pueden tener
la estructura molecular general representada por las siguientes estructuras genéticas:

Estructura 1 Principio de construccion general de realizaciones preferidas

Péptido A | Péptido B\ PreS \ Péptido C| Péptido D

Se entiende que los péptidos A, B, C y D pueden ser iguales o diferentes y pueden proceder del mismo alérgeno para
cada proteina de fusion individual o procederan de diferentes alérgenos.

Los péptidos (hipoalergénicos) que se fusionan al extremo N y C-terminal del polipéptido de superficie de un virus de
la familia hepadnaviridae o al menos un fragmento de dicho polipéptido de superficie, preferentemente la proteina
PreS o un fragmento de la misma, se seleccionan preferentemente entre el grupo que consiste en alérgenos principales
del polen de abedul, en particular, Bet v 1y Bet v 4, alérgenos principales del polen de la hierba timotea, en particular,
Phlp 1, Phlp 2, Phlp 5, Phl p 6 y Phl p 7, alérgenos principales de acaros del polvo doméstico, en particular, Der p 1,
Derp 2, Der p 5, Der p 7, Der p 21 y Der p 23, alérgeno principal de gato, Fel d 1, el alérgeno principal de la ambrosia,
Amb a 1, los alérgenos principales del cedro japonés, Cry j 1y Cry j 2, alérgenos principales de abeja, alérgenos
principales de avispa, profilinas, especialmente Phl p 7, Phl p 12.

Otros alérgenos adecuados para su uso de acuerdo con la presente invencion pueden obtenerse de la tabla 2 a
continuacion, sin restringirse a dicha tabla.

Tabla 2 Fuentes de péptidos hipoalergénicos
Nombre de la especie  Nombre del ID. de Biochem o nombre PM ADNc (C) o Referencia, N.° de
alérgeno obsoleto proteina (P)  acc.

Ambrosia artemisiifolia
ambrosia corta

Amb a 1 antigeno E 8 C 8,20
Amb a2 antigeno K 38 C 8,21
Amb a 3 Ra3 11 C 22
Ambab Ra5 5 C 11, 23
Amb a 6 Ra6 10 C 24,25



Nombre de la especie

Ambrosia trifida
ambrosia gigante

Artemisia vulgaris
artemisa

Helianthus annuus
girasol

Mercurialis annua

Caryophyllales

Chenopodium album

cenizo, quinhuilla
armuelle

Salsola kali
cardo ruso

Rosales
Humulus japonicus
lupulo japonés

Parietaria judaica

Parietaria officinalis

B. Hierbas Poales
Cynodon dactylon
grama

Dactylis glomerata

ES 2720 140 T3

Nombre del ID. de Biochem o nombre

alérgeno
Amba7

Ambt5

Artv 1
Artv 2
Artv 3

Artv 4

Hel a 1
Hela 2

Mer a 1

Chea1

Chea?2
Chea3

Hum j 4w
Parj1
Parj2

Parj3

Paro 1

Cynd1
Cynd7
Cynd 12
Cynd 15
Cyn d 22w
Cynd 23
Cynd 24

obsoleto
Ra7

Ra5G

proteina de transferencia de
lipidos
profilina

profilina

profilina

profilina
polcalcina

Salk 1

proteina de transferencia de
lipidos 1
proteina de transferencia de
lipidos 2
profilina

proteina de transferencia de
lipidos

profilina

enolasa
Cynd 14

Relacionada con la
patogénesis p.

PM ADNc (C) o
proteina (P)

12 P
4.4 C
27-29 C
35 P
12 P
14 C
34
157 C
14-15 C
17 C
14 C
10 C
43 P
C
15 C
C
C
15
32 C
C
14 C
9 C
datos pendientes
9 C
21 P

Referencia, N.° de
acc.

26

9,10, 27

28
28A
53

29

20A
Y15210

Y13271

29B,AY049012

AY082337
AY082338

20C

AY335187

véase la lista de
isoalérgenos

véase la lista de
isoalérgenos

véase la lista de
isoalérgenos

20D

30, S83343
31, X91256
31a, Y08390
AF517686

AF517685
pendientes



Nombre de la especie

hierba cana

Festuca pratensis
festuca

Holcus lanatus
hierba de terciopelo

Lolium perenne
pasto de centeno

Phalaris aquatica
hierba de canario

Phleum pratense
timotea

Poa pratensis
Poa de los prados

Sorghum halepense
hierba Johnson

C. Arboles
Arecales

Phoenix dactylifera
datil

Fagales

Alnus glutinosa
aliso

Betula verrucosa
abedul

Nombre del ID. de Biochem o nombre

alérgeno

Dacg 1
Dacg?2
Dacg3
Dacg5

Fes p 4w

Hol 1 1

Lolp 1
Lolp 2
Lolp3
Lolp5
Lol p 11

Pha a1

Phip 1
Phl p 2
Phl p 4
Phip 5
Phlp 6
Phl p 11
Phlp 12
Phlp 13

Poap 1
Poap5

Sorh 1

Phod 2

Alng1

Betv 1

Betv 2
Betv 3
Betv 4

ES 2720 140 T3

obsoleto

AgDg1

grupo |

grupo I

grupo lll

Lol p IX, Lol p Ib

hom: inhibidor de tripsina

Ag25

inhibidor de tripsina hom.

profilina
poligalacturonasa

grupo |

profilina

profilina

PM

32
11

31

60

27
11
11
31/35
16

27

32

20

55-60

33
31/34

14,3

17

17

15

ADNc (C) o
proteina (P)

TO O T

OO0OO0O0O0O0TOO (@)

O T

Referencia, N.° de
acc.

32

33, S45354
33A, U25343
34

227084

35, 36

37, 37A, X73363
38

34, 39

39A

40, S80654

X78813
X75925, 41
41A

42

227082, 43
AF521563, 43A
X77583, 44
AJ238848

46
34, 47

48

Asturias p.c.

S50892

véase la lista de
isoalérgenos

M65179
X79267
X87153, S54819



Nombre de la especie

Carpinus betulus
carpe

Castanea sativa
castano

Corylus avellana
avellana

Quercus alba
roble blanco

Lamiales
Oleaceae
Fraxinus excelsior
fresno

Ligustrum vulgare
alhena

Olea europea
olivo

Syringa vulgaris
lila
Plantaginaceae

Plantago lanceolata
platano inglés

Pinales

Cryptomeria japonica

sugi

Nombre del ID. de Biochem o nombre

alérgeno
Betv 6 h:

Betv7

Carb 1

Cass 1
Cassb5
Cass 8

Cora1

Cora?2
Cora8

Cora9

Cora 10
Cora 11

Que a1

Frae 1

Ligv 1

Olee1
Olee?2
Olee3
Olee4
Oleeb
Oleeb
Oee7
Olee8
Olee9
Olee 10

Syrv 1

Plal1

Cryj1

ES 2720 140 T3

obsoleto

isoflavona reductasa

ciclofilina

quitinasa

proteina de transferencia de

lipidos

profilina

proteina de transferencia de

lipidos

proteina similar a globulina

118

prot. de unién luminal
prot. similar a vicilina 7S

profilina

superéxido dismutasa

proteina de unién a Ca2+

beta-1,3-glucanasa

glucosil hidrolasa hom.

PM ADNc (C) o
proteina (P)

335 C
18 P
17 C
2 P
97 P
17 C
14 C
9 C
40?7 C
70 C
48 C
17 P
20 P
20 P
16 C
15-18 C
9,2

32 P
16 P
10 C
? P
21 C
46 C
11 C
20 P
18 P
41-45 C

Referencia, N.° de
acc.

véase la lista de
isoalérgenos

P81531

véase la lista de
isoalérgenos

52

53

véase la lista de
isoalérgenos

Beyer p.c.

AJ295617
AF441864

54

58A, AF526295

58A

59, 60

60A

60B

P80741
P80740

60C, U86342
60D, P81430
60E, AF078679
AF249675

60F, AY082335

58A

P842242

55, 56



Nombre de la especie

Cupressus arisonica
ciprés

Cupressus
sempervirens

ciprés comun

Juniperus ashei
cedro de montana

Juniperus oxycedrus
junipero espinoso

Juniperus sabinoides
cedro de montafa

Juniperus virginiana
cedro rojo occidental

Platanaceae
Platanus acerifolia
platano de sombra

D. Acaros
Acarus siro
acaro

Blomia tropicalis
acaro

Dermatophagoides
farinae

Acaro del polvo
doméstico americano

ES 2720 140 T3

Nombre del ID. de Biochem o nombre

alérgeno
Cryj2

Cupat

Cups1i

Cup s 3w

Juna1
Juna?
Juna3

Juno4

Juns 1

Junv 1

Plaa1
Plaa 2
Plaa 3

Acas 13

Blot1
Blot3
Blot4
Blot5
Blot6
Blot10
Biot 11
Biot 12
Blot13

Biot 19

obsoleto

hom: calmodulina

proteina de transferencia de
lipidos

artrépodo

prot. de unién a acidos
grasos

cisteina proteasa
tripsina
alfa amilasa

quimotripsina
tropomiosina
paramiosina
Bt11a

Bt6, prot. de unién a acidos
grasos

pep. antimicrobiano hom.

PM

43

43

34

43

30

29

50

43

18
43
10

14*

39
24>
56

25

33
110

7,2

ADNc (C) o
proteina (P)
C

T T

OO0O0OO0O0O000O0

(@)

Referencia, N.° de
acc.

57, D29772

A1243570

véase la lista de
isoalérgenos

referencia pendiente

P81294
57A, AJ404653
57B, P81295

57C, AF031471

58

P81825, 58B

P82817
P82967
Iris p.c.

AJO06774

AF277840
Cheong p.c.
Cheong p.c.
U59102
Cheong p.c.

61

AF525465, 61A
U27479
U58106

Cheong p.c.



Nombre de la especie

Dermatophagoides
microceras

acaro del polvo
doméstico

Dermatophagoides
pteronyssinus

Acaro del polvo
domeéstico europeo

Euroglyphus mayne
acaro

Glycyphagus
domesticus
acaro de los
almacenes

ES 2720 140 T3

Nombre del ID. de Biochem o nombre

alérgeno obsoleto

Derf1 cisteina proteasa

Derf2

Derf3 tripsina

Derf7

Derf 10 tropomiosina

Der f 11 paramiosina

Derf 14 mag3, apolipoforina

Derf 15 quitinasa 98k

Derf 16 gelsolina/vilina

Derf17 Proteina EF de unién a Ca

Derf18w  quitinasa 60k

Derm 1 cisteina proteasa

Derp 1 antigeno P1, cisteina
proteasa

Derp 2

Derp3 tripsina

Derp 4 amilasa

Derp5

Derp 6 quimotripsina

Derp7

Derp 8 glutation transferasa

Derp9 serina. pro. colagenolitica

Derp 10 tropomiosina

Der p 14 prot. similar a apolipoproteina
i
Eurm 2

Eurm 14 apolipoforina

Glyd?2

Lepidoglyphus destructor

acaro de los
almacenes

Lepd2Lepd1

Lepd 5
Lepd7
Lepd 10
Lepd 13

tropomiosina

10

PM

25
14

30
24-31

98

98
53
53
60

25

25

14

28/30
60
14
25
22/28

36

177

15

ADNc (C) o
proteina (P)
C
C

OO0OO0O0O0000O0

OO0 T OO TOTO (@)

(@)

(@)

OO0 00

Referencia, N.° de
acc.

69

70, 70A, véase la
lista de isoalérgenos

63
SW:Q26456, 71
72

72A

D17686
AF178772

71A

71A

Weber p.c.

68

62, véase la lista de
isoalérgenos

62A-C, véase la lista
de isoalérgenos

63

64

65

66

67

67A

67B
Y14906
Epton p.c.

véase la lista de
isoalérgenos

AF149827

72B, véase la lista de
isoalérgenos

73,74, T4A, véase la
lista de isoalérgenos

75, AJ250278
75, AJ271058
75A, AJ250096
75, AJ250279



Nombre de la especie

Nombre del ID. de Biochem o nombre
alérgeno

Tyrophagus putrescentiae

acaro de los
almacenes

E. Animales

Bos domesticus

Ganado bovino
doméstico

(véanse también los
alimentos)

Canis familiaris
(Canis domesticus)

perro

Equus caballus
caballo doméstico

Felis domesticus
gato (saliva)

Cavia porcellus
cobaya

Mus musculus

ratén (orina)

Rattus norvegius
rata (orina)

F. Hongos (mohos)

Tyrp 2

Bos d 2
Bosd 3

Bosd 4
Bosd5
Bosd 6
Bosd7
Bosd8

Canf1
Canf2
Canf3
Canf4

Equc1
Equc 2
Equc3
Equc4
Equch

Feld 1
Feld 2
Feld 3
Feld 4
Fel d 5w
Fel d 6w

Feld 7w

Cavp1
Cavp?2

Mus m 1

Ratn 1

ES 2720 140 T3

obsoleto

Ag3, lipocalina

hom. de S100 de unién a Ca

alfa-lactalbumina
beta-lactoglobulina
albumina sérica
inmunoglobulina
caseinas

albumina

lipocalina
lipocalina
Ag3 - albimina

AgX

cat-1

albumina

cistatina

lipocalina
inmunoglobulina A
inmunoglobulina M

inmunoglobulina G

homologo de lipocalina

MUP

11

PM

20
11

14,2
18,3
67
160
20-30

25
27

18

25
18,5
67
17
17

38

11
22
400

800-
1000

150

20
17

19

17

ADNc (C) o
proteina (P)

o0

T T O TO TO OO0

O00O0

Referencia, N.° de
acc.

75B, Y12690

76, véase la lista de
isoalérgenos

L39834

M18780
X14712
M73993
77
77

78,79
78,79
S72946
A59491

u70823

79A, 79B

79C, X74045

79D

Goubran Botros p.c.

15

79E, X84842
79F, AF238996
AY497902
Adedoyin p.c.
Adedoyin p.c.

Adedoyin p.c.

SW:P83507, 80
SW:P83508

81, 81A

82, 83



Nombre de la especie

1. Ascomycota
1.1 Dothideales
Alternaria alternata

Cladosporium herbarum

1.2 Eurotiales
Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus

Aspergillus niger

ES 2720 140 T3

Nombre del ID. de Biochem o nombre

alérgeno

Alta 1
Alta 2
Alta 3
Alta 4
Alta6a
Alta7
Alta 10
Alta 11
Alta 12

Clah1
Clah2
Clah3
Clah4
Clahs
Clah6
Clah12

Asp fl 13

Asp f1
Asp f2
Aspf3
Aspf4
Aspf5
Aspf6
Aspf7
Aspf8
Aspf9
Asp f 10
Asp f 11
Asp f 12

Asp f13
Asp f 15
Asp f 16
Asp f 17
Asp f 18
Asp f 22w
Asp f 23

Aspn 14
Aspn 18
Aspn 25

Aspn?

obsoleto

prot. de choque térmico
prot. disulfuroisomerasa
prot. ribosémica acida P2
proteina YCP4

aldehido deshidrogenasa
enolasa

prot. ribosémica acida P1

aldehido deshidrogenasa
prot. ribosémica acida P2
proteina YCP4

enolasa

prot. ribosémica acida P1

serina proteasa alcalina

proteina peroxisémica

metaloproteasa
Mn superéxido dismutasa

prot. ribosémica P2

proteasa aspartica
peptidil-prolil isomerasa

prot. de choque térmico P90
90

serina proteasa alcalina

serina proteasa vacuolar
enolasa
proteina ribosémica L3

beta xilosidasa

serina proteasa vacuolar
3-fitasa B

12

PM

28
25
70
57
11
22
53
45
11

13
23
53
11
22
46
11

34

18
37
19
30
40
26,5
12
11
34
34
24

34
16
43

34
46
44

105
34

66-
100

85

ADNc (C) o
proteina (P)

OO0OO0O00000O0

OO0 0O0

OO0OO0O0O0O0000O0

(@)

Referencia, N.° de
acc.

U82633

83A, U62442
u87807, U87808
X84217
X78222, U87806
X78225
X78227, P42041
u82437

X84216

83B, 83C
83B, 83C
X78228
X78223
X78224
X78226
X85180

84

M83781, S39330
U56938
u20722
AJ001732
230424
U53561
AJ223315
AJ224333
AJ223327
X85092
84A

85

84B
AJ002026
93643813
AJ224865

84C

AF284645
85A, AF464911

AF108944
84B
85B, P34754

284377



Nombre de la especie

Aspergillus oryzae

Penicillium
brevicompactum

Penicillium
chrysogenum
(anteriormente P.
notatum)

Penicillium citrinum

Penicillium oxalicum

1.3 Hypocreales
Fusarium culmorum

1.4 Onygenales
Trichophyton rubrum

Trichophyton tonsurans

1.5 Saccharomycetales
Candida albicans

Candida boidinii

2. Basidiomycotina
2.1 Hymenomycetes
Psilocybe cubensis

Coprinus comatus
chipirén de monte

ES 2720 140 T3

Nombre del ID. de Biochem o nombre

alérgeno

Aspo 13
Asp o 21

Penb 13

Pench 13
Pench 18
Pen ch 20

Penc3
Penc 13
Penc 19
Pen c 22w
Pen c 24

Peno 18

Fusc 1
Fusc 2

Trir2
Trir4

Trit 1
Tri 14

Cand a1
Cand a3

Candb 2

Psic 1
Psic 2

Copc1

Copc2
Copc3
Copch
Copc7

obsoleto

serina proteasa alcalina
TAKA-amilasa A

serina proteasa alcalina

serina proteasa alcalina
serina proteasa vacuolar
N-acetilglucosaminidasa
prot. de mem. peroxisémica
serina proteasa alcalina
prot. de choque térmico P70
enolasa

factor de elongacion 1 beta

serina proteasa vacuolar

prot. ribosémica P2
prot. similar a tiorredoxina

serina proteasa

serina proteasa

proteina peroxisémica

ciclofilina

proteina de cremallera de
leucina

13

PM

34
53

33

34
32
68
18
33

70
46

34

11*
13*

30
83

40

29

20

16

11

ADNc (C) o
proteina (P)

c
c

(]

Referencia, N.° de
acc.

X17561
D00434, M33218

86A

87
87
87A

86B

86A
u64207
AF254643
AY363911

87B

AYQ077706
AYQ077707

88
88

88A
88

89
AY 136739

J04984, J04985

89A

AJ132235

AJ242791
AJ242792
AJ242793
AJ242794



ES 2720 140 T3

Nombre de la especie = Nombre del ID. de Biochem o nombre

alérgeno
2.2 Urediniomycetes
Rhodotorula mucilaginosa

Rho m 1

Rhom 2
2.3 Ustilaginomycetes
Malassezia furfur

Mala f 2

Mala f 3
Mala f 4

Malassezia sympodialis
Mala s 1
Mala s 5
Mala s 6
Malas 7
Mala s 8
Mala s 9
Mala s 10
Mala s 11

3. Deuteromycotina

3.1 Tuberculariales

Epicoccum purpurascens

(anteriormente E. nigrum)

obsoleto

enolasa
serina proteasa vacuolar

MF1, proteina de membrana
peroxisomica

MF2, proteina de membrana
peroxisomica

malato deshidrogenasa
mitocondrial

prot. de choque térmico 70
Mn superéxido dismutasa

Epip 1 serina proteasa
G. Insectos
Aedes aegyptii
mosquito
Aed a1 apirasa
Aed a2
Apis mellifera
abeja
Apim 1 fosfolipasa A2
Apim 2 hialuronidasa
Apim4 melitina
Apim 6
Apim?7 serina proteasa CUB
Bombus pennsylvanicus
abejorro
Bom p 1 fosfolipasa
Bom p 4 proteasa
Blattella germanica
cucaracha alemana
Bla g 1 Bd90k

Bla g 2 proteasa aspartica

Bla g 4 calicina

Bla g 5 glutation transferasa 22
Bla g 6 troponina C

Periplaneta americana
Cucaracha americana

14

PM

47
31

21

20

35

18*
17*

19*
37*

86
23

30

68
37

16

36
21

27

ADNc (C) o
proteina (P)

OO0OO0OO0O000O0

O T OOO (@)

T T

Referencia, N.° de
acc.

89B
AY547285

AB011804, 90
AB011805, 90

AF084828, 90A

X96486, 91
AJ011955
AJ011956
AJ011957, 91A
AJ011958, 91A
AJ011959, 91A
AJ428052
AJ548421

SW:P83340, 91B

L12389
M33157

92

93

94

Kettner p.c.
AY127579

95
95

96
97
98
98



Nombre de la especie

alérgeno
Dera1
Dera3
Dera7
Chironomus kiiensis
mosquito Chik 10

Chironomus thummi thummi
mosquito Chit1-9
Chit1.01

ES 2720 140 T3

obsoleto
Cr-PII

Cr-PI
tropomiosina

tropomiosina

hemoglobina
componente Ill

Chi t 1.02 componente IV
Chit2.0101 componente |
Chi t 2.0102 componente IA
componente ll-beta

Chit3
Chit4
Chit5s
Chi t6.01
Chit6.02
Chit7
Chit8
Chit9
Ctenocephalides felis felis
pulga del gato
Ctef1
Ctef2
Ctef3
Thaumetopoea pityocampa
polilla procesionaria del pino
Thap1
Lepisma saccharina
lepisma
Leps1
Dolichovespula maculata
avispa de cara blanca

Dolm 1
Dolm 2
Dolm 5
Dolichovespula arenaria
avispa amarilla
Dola 5
Polistes annularies
avispa Pol a1
Pola 2
Pola 5

Polistes dominulus
avispa del papel mediterranea

Pol d 1
Pol d 4
Pol d 5
Polistes exclamans
avispa Pol e 1
Pole 5

componente IlIA
componente VI

componente VIIA

componente IX

componente VIIB

componente VI
componente X

M1b

tropomiosina

fosfolipasa A1
hialuronidasa
antigeno 5

antigeno 5
fosfolipasa A1

hialuronidasa
antigeno 5

serina proteasa

fosfolipasa A1
antigeno 5

Nombre del ID. de Biochem o nombre

15

PM

72-78
37

32,5*

16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16

27
25

15

36

35
44
23

23
35

44
23

32-34

34
23

ADNc (C) o
proteina (P)
C
C
C

(@)

OO0O0000000000O0

(@)

T

Referencia, N.° de
acc.

98A
Y14854

AJ012184

99

P02229
P02230
P02221
P02221
P02222
P02231
P02224
P02226
P02223
P02225
P02227
P02228

AF231352

PIR:A59396, 99A

AJ309202

100
101
102, 103

104

105
105
104

Hoffman p.c.
Hoffman p.c.
P81656

107
104



Nombre de la especie

alérgeno
Polistes fuscatus
avispa Pol f5
Polistes gallicus
avispa Pol g 5
Polistes metricus
avispa Polm5

Vespa crabo
avispa europea

ES 2720 140 T3

obsoleto

antigeno 5

antigeno 5

antigeno 5

Vesp c 1 fosfolipasa
Vesp c 5 antigeno 5

Vespa mandarina
avispa asiatica gigante

Vesp m 1
Vespm 5
Vespula flavopilosa
avispa de chaqueta Ves f5
amarilla
Vespula germanica
avispa de chaqueta Vesg 5
amarilla
Vespula maculifrons
avispa de chaqueta
amarilla
Vesm 1
Ves m 2
Vesm5
Vespula pennsylvanica
avispa de chaqueta amarilla
Vesp 5

Vespula squamosa

avispa de chaqueta amarilla
Vess 5

Vespula vidua

avispa

Vespula vulgaris

avispa de chaqueta amarilla

Ves vi 5

Ves v 1
Vesv 2
Vesv5
Myrmecia pilosula
hormiga saltadora
Myr p 1
Myrp 2
Solenopsis geminata
hormiga de fuego
tropical
Solg 2
Solg 4
Solenopsis invicta
hormiga de fuego Soli2
Soli3

antigeno 5

antigeno 5

fosfolipasa A1

hialuronidasa
antigeno 5

antigeno 5

antigeno 5

antigeno 5

fosfolipasa A1

hialuronidasa
antigeno 5

Nombre del ID. de Biochem o nombre

16

PM

23

24

23

34
23

23

23

33,5

44
23

23

23

23

35

44
23

13
24

ADNc (C) o
proteina (P)

Cc

Cc

Referencia, N.° de
acc.

106

P83377

106

107
106

Hoffman p.c.
P81657

106

106

108
109
104

106

106

106

105A

105A
104

X70256
S81785

Hoffman p.c.
Hoffman p.c.

110, 111
110



Nombre de la especie

Solenopsis saevissima

hormiga de fuego
brasilefia

Triatoma protracta
vinchuca

H. Alimentos
Gadus callarias
bacalao

Salmo salar
Salmoén atlantico

Bos domesticus

Ganado bovino
doméstico

(leche)

véanse también
animales

Cyprinus carpio
(Carpa comun)

Gallus domesticus
Pollo

Metapenaeus ensis
gamba

Penaeus aztecus
gamba

Penaeus indicus
gamba

Penaeus monodon

langostino tigre negro

Todarodes pacificus
calamar
Helix aspersa

caracol marron de
jardin

Nombre del ID. de Biochem o nombre

alérgeno
Soli4

Sols 2

Triap 1

Gadc1

Sals 1

Bos d 4
Bosd 5

Bos d 6
Bosd7
Bos d 8

Cypc1

Gal d 1
Gald?2
Gald3
Gald4
Gald5
Met e 1
Pen a1
Peni1
Penm 1

Penm 2

Todp 1

Hel as 1
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obsoleto

Procalina

alérgeno M

parvalbumina

alfa-lactalbdimina
beta-lactoglobulina

albumina sérica
inmunoglobulina
caseinas

parvalbumina

ovomucoide
ovoalbumina

Ag22, conalbumina
lisozima

albumina sérica
tropomiosina
tropomiosina
tropomiosina
tropomiosina

arginina cinasa

tropomiosina

tropomiosina

17

PM

13

20

12

12

14,2
18,3

67
160
20-30

12

28
44
78
14
69

36

34

38

40

38

36

ADNc (C) o
proteina (P)
C

OO0 0O0

(@)

Referencia, N.° de
acc.

110

Hoffman p.c.

AF179004, 111A.

112,113

X97824

M18780
X14712

M73993
77
77

129

114, 115
114, 115
114, 115
114, 115
X60688
u08008
116

116A

AF479772, 117

117A

Y14855, 117B



Nombre de la especie

Haliotis midae
abulén

Rana esculenta
rana comestible

Brassica juncea
mostaza oriental

Brassica napus
colza

Brassica rapa
nabo

Hordeum vulgare
cebada

SW:P80198
Secale cereale
centeno

Triticum aestivum
trigo

Zea mays
maiz

Oryza sativa
arroz

Apium graveolens
apio

Daucus carota
zanahoria

Corylus avellana
avellana

Malus domestica
manzana

Nombre del ID. de Biochem o nombre

alérgeno

Halm 1

Rane 1
Ran e 2

Braj1

Bran1
Brar2
Horv 15
Hor v 16

Hor v 17
Hor v 21

Secc 20

Tria 18
Tria 19

Zeam 14

Orys1
Apig1
Api g4
Apig 5

Dauc 1

Dauc4

ES 2720 140 T3

obsoleto

parvalbumina alfa
parvalbumina beta

albumina 2S

albumina 2S
hom: proheveina
BMAI-1

alfa amilasa

beta amilasa
gamma-3 hordeina

secalina

aglutinina
omega-5 gliadina

prot. de transferencia de
lipidos

hom: Bet v 1
profilina

hom: Bet v 1

profilina

Cor a 1.04 hom: Bet v 1

Cora?2
Cora8

Mai d 1

profilina

proteina de transferencia de

lipidos

hom: Bet v 1

18

PM

49

11,9*
1,7*

14

15

25

15

34

65

16*

55/58

16

17

14

ADNc (C) o
proteina (P)

Referencia, N.° de
acc.

117C

AJ315959
AJ414730

118

118A, P80208
P81729

119

119A,

véase la lista de
isoal.

PIR:A59156

P19656

119B, U31771

248967
AF129423
P81943

117D, véase la lista
de isoalérgenos

AF456482

véase la lista de
isoalérgenos

AF327622
AF329829

véase la lista de
isoalérgenos



Nombre de la especie

Pyrus communis
pera

Persea americana
aguacate

Prunus armeniaca
albaricoque

Primus avium
cereza dulce

Prunus domestica
ciruela europea

Prunus persica
melocoton

Asparagus officinalis
Esparrago

Crocus sativus
azafran
Lactuca sativa
lechuga

Vitis vinifera
uva

Musa x paradisiaca
platano

Ananas comosus
pifia tropical

Citrus limon

ES 2720 140 T3

Nombre del ID. de Biochem o nombre

alérgeno
Mai d 2
Maid 3

Mai d 4

Pyrc 1
Pyrc4
Pyrc 5

Pers a 1

Pru ar 1
Pru ar 3

Pru av 1
Pru av 2
Pruav 3

Pru av 4

Prud 3

Prup 3

Prup 4

Aspao 1

Cros 1

Lacs 1

Vitv 1

Mus xp 1

Anac 1
Anac 2

obsoleto

hom: taumatina

proteina de transferencia de
lipidos

profilina

hom: Bet v 1
profilina
hom: isoflavona reductasa

endoquitinasa

hom: Bet v 1

proteina de transferencia de
lipidos

hom: Bet v 1

hom: taumatina

proteina de transferencia de
lipidos

profilina

proteina de transferencia de
lipidos

proteina de transferencia de

lipidos
profilina

proteina de transferencia de
lipidos

proteina de transferencia de
lipidos

proteina de transferencia de
lipidos

profilina

profilina
bromelaina

19

PM

14,4*

18
14
33,5

32

10

15

10

14

21

15

15
22,8*

ADNc (C) o
proteina (P)
C
C

Cc

Referencia, N.° de
acc.

AJ243427
Pastorello p.c.

véase la lista de
isoalérgenos

AF05730
AF 129424
AF071477

278202

U93165

u66076
U32440
AF221501

AF129425

119C

P81402

véase la lista de
isoalérgenos

119D

Varasteh A-R p.c.

Vieths p.c.

P80274

AF377948

AF377949
119E-G, D14059



Nombre de la especie

limoén

Citrus sinensis
naranja dulce

Litchi chinensis
lichi

Sinapis alba
mostaza amarilla

Glycine max
soja

Vigna radiata
frijol mungo

Arachis hypogaea
cacahuete

Lens culinaris
lenteja

Pisum savitum
guisante

Actinidia chinensis
kiwi

Capsicum annuum
pimiento

ES 2720 140 T3

Nombre del ID. de Biochem o nombre

alérgeno
Cit13

Cits 1
Cits 2
Cits 3

Litc1

Sina1

Glym1
Glym2
Glym3

Glym4

Vigr1

Arah1
Ara h2
Arah 3
Arah4
Arah 5
Arah 6
Arah7
Arah 8

Lenc1

Lenc?2

Pis s 1

Piss 2

Actc 1
Actc 2

Cap alw
Capa?2

Lycopersicon esculentum

tomate

Lyce 1
Lyce 2

obsoleto

proteina de transferencia de
lipidos

proteina similar a germina
profilina

proteina de transferencia de
lipidos

profilina

albumina 2S

HPS

profilina

(SAM22) Prot. PR-10

proteina PR-10

vicilina
conglutina
glicinina
glicinina
profilina

hom: conglutina
hom: conglutina
proteina PR-10

vicilina

prot. biotinilada en semillas
vicilina

convicilina

cisteina proteasa

proteina similar a taumatina
proteina similar a osmotina

profilina

profilina
b-fructofuranosidasa

20

PM

23
14

15

14

14

17

15

63,5
17
60
37
15
15
15
17

47

66

44

63

30
24

23

14

14
50

ADNc (C) o
proteina (P)
P

T T

OO0OO0O0O000O0 (@)

(@)

Referencia, N.° de
acc.

Torrejon p.c.

Torrejon p.c.
Torrejon p.c.
Torrejon p.c.

AY049013

120

120A
A57106

véase la lista de
isoalérgenos

X60043, 120B

AY792956

L34402

L77197

AF093541
AF086821
AF059616
AF092846
AF091737
AY328088

véase la lista de
isoalérgenos

120C

véase la lista de
isoalérgenos

pendientes

P00785
SW:P81370, 121

AJ297410
AJ417552

AJ417553

véase la lista de
isoalérgenos



Nombre de la especie

Solanum tuberosum
patata

Bertholletia excelsa
nuez de Brasil

Juglans nigra
nogal negro

Juglans regia
nogal inglés

Anacardium occidentale
anacardo

Ricinus communis
ricino

Sesamum indicum
sésamo

Cucumis melo
melén

I. Otros
Anisakis simplex
nematodo

Argas reflexus

Nombre del ID. de Biochem o nombre

alérgeno
Lyce 3

Solat1
Solat2
Solat3
Solat4

Bere 1
Bere 2

Jugn1
Jugn?2

Jugr1
Jugr?2
Jugr3

Anao 1

Anao 2
Anao 3

Ricc 1

Sesi1
Sesi2
Sesi3
Sesi4
Sesib

Cucm1
Cucm?2
Cucm3

Anis 1
Anis 2
Anis 3
Anis4

ES 2720 140 T3

obsoleto

prot. de transferencia de

lipidos

patatina

inhibidor de catepsina D
Inhibidor de cisteina proteasa
inhibidor de proteasa

aspartica

albumina 2S

prot. de almacenamiento en
semillas de globulina 11S

albumina 2S

prot. similar a vicilina

albumina 2S
vicilina

proteina de transferencia de

lipidos

proteina similar a vicilina

proteina similar a legumina

albumina 2S

albumina 2S

albumina 2S
albumina 2S

globulina similar a vicilina 7S

oleosina
oleosina

serina proteasa

profilina

p. relacionada con

patogénesis PR-1

paramiosina
tropomiosina

21

PM

43
21
21
16+4

>tein
29

19*
56*

44

50

55
14

45
17
15

66
14
16*

24
97
41

ADNc (C) o
proteina (P)
C

T U U T

OO0 0O0 (@)

(@)

TOO T

Referencia, N.° de
acc.

U81996

P15476
P16348
P20347
P30941

P04403, M17146
AY221641

AY 102930
AY 102931

U66866
AF066055
Pastorello

véase la lista de
isoalérgenos

AF453947
AY081853

P01089

121A, AF240005
AF091841
AF240006
AAG23840
AAD42942

D32206
AY271295
P83834

121B, A59069
AF173004
121C, Y19221
P83885



10

Nombre de la especie

garrapata de la paloma

Ascaris suum
gusanos
Carica papaya
papaya

ES 2720 140 T3

Nombre del ID. de Biochem o nombre

alérgeno

Argr1

Asc s 1

Car p 3w

Dendronephthya nipponica

coral coliflor

Hevea brasiliensis
goma (latex)

Homo sapiens

Denn 1

Hev b 1
Hev b 2
Hev b 3
Hev b 4

Hevb 5

obsoleto

papaina

factor de elongacion
1,3-glucanasa

componente de
complejo de microhélice

Hev b 6.01 precursor de heveina
Hev b 6.02 heveina
Hev b 6.03 fragmento C-terminal

Hev b 7,01
Hev b 7,02
Hev b 8

Hevb 9
Hev b 10

Hev b 11
Hev b 12

Hev b 13

autoalérgenos de ser humano

Triplochiton scleroxylon
obeche

Referencias

Hom s 1
Hom s 2
Hom s 3
Hom s 4
Hom s 5

Trips 1

hom: patatina de B-serum
hom: patatina de C-serum
profilina

enolasa
Mn superéxido dismutasa

quitinasa de clase 1
proteina de transferencia de

lipidos
esterasa

quitinasa de clase 1

PM

17

10

23,4*

53

58
34/36
24
100-
115
16
20

14
42
44
14

51
26

9,3

42

73*
10,3*
20,1%
36*
42,6*

38,5

ADNc (C) o
proteina (P)

Cc

P

OO0OO0O0O000O0 T U O T

o0

OO0 0O0

T

Referencia, N.° de
acc.

AJ697694

122

122A, M15203

122B

123,124
125
126, 127
128

u42640
M36986, p02877
M36986, p02877
M36986, p02877
u80598
AJ223038

véase la lista de
isoalérgenos

AJ132580

véase la lista de
isoalérgenos

véase la lista de
isoalérgenos

AY057860

P83269

Y14314
X80909
X89985
Y17711
P02538

Kespohl p.c.
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De acuerdo con la presente invencion, los al menos cuatro y hasta seis péptidos procedentes del al menos un alérgeno
de tipo silvestre son péptidos de union a linfocitos B.

Los "péptidos de unién a linfocitos B" para su uso en la vacunacion contra la alergia de acuerdo con la invencion
proceden de o se encuentran préximos a los sitios de union a IgE de los alérgenos, pero en si muestran una reactividad
nula o minima con IgE en comparacion con el alérgeno de tipo silvestre (Focke M et al. Clinical & Experimental Allergy
40(2010):385-397). Los requisitos para su produccion y seleccion son conocer la secuencia primaria del alérgeno y
tomar en consideracion los sitios de unién a IgE. Tras la inmunizacion, los péptidos de union a linfocitos B fusionados
a un portador inmunogénico adecuado, son capaces de inducir la produccion de IgG especificas para el alérgeno que
pueden bloquear la unién de IgE al alérgeno. Puede determinarse si la IgG inducida con la proteina de fusién puede
reconocer el alérgeno, por ejemplo, evaluando la reactividad de la IgG por el alérgeno completo. Los métodos
adecuados incluyen ELISA, transferencia de puntos o ensayos de transferencia de Western. Se prefieren aquellos
péptidos que inducen IgG que bloquean la union de las IgE del paciente al alérgeno.

La presente invencién muestra que el uso de péptidos de unioén a linfocitos B adecuados, en particular cuando se
fusionan cuatro o mas a un portador adecuado de acuerdo con la presente invencion, permite la induccién de
respuestas de IgG que estan mas enfocadas hacia los epitopos de IgE que aquellas inducidas mediante inmunizacion,
incluso con un alérgeno completo. Ademas, la invencion demuestra que la combinacién de los péptidos adecuados y
su numero con un portador adecuado puede dirigir la respuesta inmunitaria especifica de alérgeno hacia una respuesta
inmunitaria antialérgica favorable (caracterizada por la induccion preferencial de respuestas de IgG y no de IgE
especificas de alérgeno y respuestas de citocinas tolerogénicas (IL-10) y de Th1 (interferén gamma)).

Por otra parte, se observéd sorprendentemente que, a pesar del hecho de que carecen de epitopos de linfocitos T
especificos de alérgeno, los polipéptidos de acuerdo con la invencion que contienen 4 o mas péptidos de unién a
linfocitos B fusionados a un portador inmunogénico son capaces de reducir las reacciones de linfocitos T especificos
de antigeno. Esto se demostré por el hecho de que la presencia de IgG especificas de alérgeno inducidas mediante
la vacunacion terapéutica con los polipéptidos hipoalergénicos de la presente invencion reduce la activacion de
linfocitos T especifica para el alérgeno provocada por la presentacion de antigenos facilitada por IgE en las PBMC de
individuos humanos alérgicos vacunados. (Fig. 16).

Dichos al menos cuatro y hasta seis péptidos muestran una capacidad de union a IgE nula o reducida en comparacion
con el alérgeno de tipo silvestre y dichos al menos cuatro y hasta seis péptidos de unién a linfocitos B muestran una
reactividad con linfocitos T nula o sustancialmente nula.

La presencia de epitopos de linfocitos T especificos de alérgeno puede dar lugar a efectos secundarios mediados por
linfocitos T no deseados. Por lo tanto, los péptidos que muestran una reactividad con linfocitos T nula o
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sustancialmente nula se usan para obtener los polipéptidos de la presente invencion.

"Que muestran capacidad de unién a IgE reducida”, como se usa en el presente documento, significa que las
moléculas de acuerdo con la presente invencion muestran una capacidad o actividad de union a IgE significativamente
reducida (una capacidad de unién al menos un 50 % menor, preferentemente al menos un 70 % menor, mas
preferentemente, al menos un 80 % menor, ain mas preferentemente, al menos un 90 % menor, lo mas
preferentemente al menos un 95 % menor, en comparacion con el alérgeno de tipo silvestre) o incluso una total
ausencia de union a IgE.

La actividad/capacidad de union a IgE de las moléculas como péptidos y proteinas puede determinarse mediante, por
ejemplo, un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) usando, por ejemplo, suero obtenido de un sujeto,
es decir, un sujeto alérgico, que se ha estado expuesto previamente al alérgeno de tipo silvestre. En resumen, un
péptido que se va a evaluar se recubre sobre los pocillos de una placa de microtitulacion. Tras lavar y bloquear los
pocillos, se incubo en los pocillos una solucion de anticuerpo que consiste en el plasma de un sujeto alérgico, que ha
estado expuesto al péptido que se esta ensayando o a la proteina de la que procede. Se afiade a los pocillos un
anticuerpo secundario marcado y se incuba. Posteriormente, se cuantifica la cantidad de unién a IgE y se compara
con la cantidad de IgE unida a un alérgeno de tipo silvestre purificado.

Como alternativa, puede determinarse la actividad de unién de un péptido mediante anadlisis de transferencia de
Western. Por ejemplo, se hace correr un péptido que se vaya a ensayar en un gel de poliacrilamida usando SDS-
PAGE. Después, se transfiere el péptido a nitrocelulosa y se incuba posteriormente con suero de un sujeto alérgico.
Tras la incubacion con el anticuerpo secundario marcado, se determina y cuantifica la cantidad de IgE unida.

Otro ensayo que puede usarse para determinar la actividad de union a IgE de un péptido es un ensayo ELISA de
competicion. En resumen, se genera una reserva de anticuerpo IgE combinando plasma de sujetos alérgicos que han
mostrado mediante ELISA directo que tienen reactividad de IgE con el alérgeno de tipo silvestre. Esta reserva se usa
en ensayos ELISA de competicion para comparar la union de IgE al alérgeno de tipo silvestre respecto del péptido
ensayado. Después, se determina y cuantifica la unién de IgE al alérgeno de tipo silvestre y al péptido que se esta
ensayando.

Un "epitopo de linfocitos T" significa una proteina, péptido o polipéptido (por ejemplo, alérgeno) o un fragmento del
mismo, para el que un linfocito T tiene un sitio de unidn especifico de antigeno, siendo el resultado de la union a dicho
sitio de unién la activacion del linfocito T. La expresion "que muestra reactividad reducida con linfocitos T", como se
usa en el presente documento, se refiere a moléculas que muestran una reactividad con linfocitos T que esta
significativamente reducida en comparacion con la estimulacion inducida por el alérgeno de tipo silvestre del que
procede la molécula hipoalergénica usando cantidades equimolares en ensayos convencionales conocidos en la
técnica (la reactividad con linfocitos T reducida significa al menos un 30 %, preferentemente, al menos un 50 %, mas
preferentemente, al menos un 70 %, lo mas preferentemente, al menos un 90 %, menos de estimulacién de moléculas
hipoalergénicas, en comparacién con el alérgeno de tipo silvestre en cantidades equimolares). En una realizacion
particular preferida de la presente invencion, las moléculas pueden "carecer" de epitopos para linfocitos T y por lo
tanto, la molécula muestra una reactividad con linfocitos T reducida en los individuos que se van a tratar (es decir,
quien va a recibir una molécula de plataforma de valencia presentadora de epitopos). Es probable que, por ejemplo,
una molécula derivada de un alérgeno pueda carecer de epitopos para linfocitos T respecto de un individuo o un grupo
de individuos, mientras que poseen epitopos para linfocitos T respecto de otros individuos. Los métodos para detectar
la presencia de un epitopo para linfocitos T se conocen en la técnica e incluyen ensayos que detectan la proliferacion
de linfocitos T (tal como la incorporacion de timidina). Generalmente, se considera que los inmunégenos que no logran
inducir una incorporacion estadisticamente significativa de timidina por encima del nivel de fondo (es decir, una p
generalmente menor de 0,05 usando métodos estadisticos convencionales) carecen de epitopos para linfocitos T,
aunque se apreciara que puede variar la cantidad cuantitativa de incorporacién de timidina, dependiendo del
inmunogeno que se esté evaluando (véase, por ejemplo, Zhen L. et al. (Infect Immun. (2003) 71:3920-3926)). En
general, un indice de estimulacion por debajo de aproximadamente 2-3, mas preferiblemente menor de
aproximadamente 1, indica la ausencia de reactividad con y de epitopos para linfocitos T. También puede determinarse
la presencia de epitopos para linfocitos T midiendo la secrecion de linfocinas procedentes de linfocitos T de acuerdo
con métodos convencionales. Puede calcularse el indice de estimulacion (IE) dividiendo la tasa de proliferacion
(captacion de timidina) de las células estimuladas entre la tasa de proliferacion de las células no estimuladas solo en
medio. Un IE=1 significa falta de estimulaciony un IE > 1 indica estimulacion de las células. La ubicacion y el contenido
de epitopos para linfocitos T, en caso de estar presentes, pueden determinarse empiricamente.

Ademas de la estimulacion de linfocitos T, puede determinarse la secrecion de citocinas. Por ejemplo, El IFN-gamma
y la IL-10, como biomarcadores para una actividad aumentad de linfocitos T reguladores, se han reconocido como
citocinas que acompanan a una inmunoterapia contra la alergia exitosa.

Los fragmentos peptidicos de la presente invencion estan compuestos o consisten preferentemente en los
aminoacidos 151 a 177,87 a 117, 1a 30,43 a 70 0 212 a 241 de Phl p 1, los aminoacidos 1 a 33,8 a 39,34 a 650
66 a 96 de Phl p 2, los aminoacidos 93 a 128, 98 a 128, 26 a 53, 26 a 58, 132 a 162, 217 a 246, 252 a283 0 176 a
212 de Phl p 5, los aminoacidos 23 a 54, 56 a 90, 73 a 114 0 95 a 127 de Phl p 6, los aminoacidos 1 a 34 0 35a 70
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de la cadena 1 de Fel d 1, los aminoacidos 1 a 34, 35 a 63 0 64 a 92 de la cadena 2 de Fel d 1, los aminoacidos 30 a
59,50 a79,75a104, 30 a 74 0 60 a 104 de Bet v 1, los aminoacidos 1 a 30, 52 a 84 o0 188 a 222 de Der p 1, los
aminoacidos 1 a 33,21a51,42a 73,62 a 103 0 98 a 129 de Der p 2, los aminoacidos 1 a 30, 20 a 50, 50 a 80, 90 a
125, 125 a 155 0 165 a 198 de Der p 7, los aminoacidos 1-35, 36-70, 71-110, 111-145, 140-170, 175-205, 210-250 o
250-284 de Der p 10, los aminoacidos 1 a 35, 35a 72, 70 a 100 0 90 a 122 de Der p 21, los aminoacidos 1 a 32, 15 a
48 032 a 70,32 a60, 52 a 84, 32 a 70 (Cys->Ser) de Der p 23, los aminoacidos 19 a 58, 59 a 95,91 a 1200 121 a
157 de Alt a 1, los aminoacidos 31 a 60, 45 a 80, 60 a 96 0 97 a 133 de Par j 2, los aminoacidos 1 a 40, 36 a 66, 63 a
99, 86 a 120 0 107 a 145 de Ole e 1, los aminoacidos 25 a 58, 99 a 133, 154 a 183, 277 a 307, 334 a 363, 373 a 402,
544 a 573, 579 a 608, 58 a 99, 125 a 165, 183 a 224, 224 a 261, 252 a 289, 303 a 340, 416 a 457, 460 a 500 o0 501 a
542 de Fel d 2, los aminoacidos 19 a 58, 52 a 91,82 a 119, 106 a 144 0 139 a 180 de Can f 2, los aminoacidos 19 a
56,51 a90, 78 a 118, 106 a 145 0 135-174 de Can f 1, los aminoacidos 27 a 70, 70 a 100 0 92 a 132 de Art v 1, los
aminoacidos 31 a 70, 80 a 120, 125 a 155, 160 a 200, 225 a 263, 264 a 300, 305 a 350 o0 356 a 396 de Amb a 1, los
aminoacidos 1 a 34, 35a 74,74 a 115, 125 a 165, 174 a 213, 241 a 280, 294 a 333, 361 a 400 0 401 a 438 de Alt a
6, los aminoacidos 1 a 40, 41 a 80, 81 a 120, 121 a 160 de Alt a 2 o fragmentos o variaciones de secuencia de los
mismos.

Las secuencias de aminoacido especificas de las moléculas procedentes de alérgeno anteriormente identificadas son
(los péptidos en la tabla a continuacion que tienen un resto de cisteina N y/o C-terminal (C) que se usa en el polipéptido
de la presente invencion pueden carecer de dicho resto de cisteina):

Péptido Posicion Secuencia ﬁléQ ID

Pep Alta 1.1 19-58  APLESRQDTASCPVTTEGDYVWKISEFYGRKPEGTYYN 23
SL

Pep Alta 1.2 59-95 GFNIKATNGGTLDFTCSAQADKLEDHKWYSCGENSFM 24

Pep Alta 1.3 91-120  ENSFMDFSFDSDRSGLLLKQKVSDDITYVA 25

Pep Alt a 1.4 121-157  TATLPNYCRAGGNGPKDFVCQGVADAYITLVTLPKSS 26

Pep Alt a 2.1 1-40 MHSSNNFFKDNIFRSLSKEDPDYSRNIEGQVIRLHWDW 27
AQ

Pep Alta 2.2 41-80  LLMLSAKRMKVAFKLDIEKDQRVWDRCTADDLKGRN 28
GFKR

Pep Alta 2.3 81-120  CLQFTLYRPRDLLSLLNEAFFSAFRENRETIINTDLEYAA 29

Pep Alt a 2.4 121-160  KSISMARLEDLWKEYQKIFPSIQVITSAFRSIEPELTVYT 30

Pep Alta 2.5 161-190  CLKKIEASFELIEENGDPKITSEIQLLKAS 31

Pep Alta 6.1 1-34 MTITKIHARSVYDSRGNPTVEVDIVTETGLHRAI 32

Pep Alta 6.2 35-74  VTETGLHRAIVPSGASTGSHEACELRDGDKSKWGGKGV 33
TK

Pep Alta 6.3 74-115  APALIKEKLDVKDQSAVDAFLNKLDGTTNKTNLGANAI 34
LGVS

Pep Alt a 6.4 125-165 EKGVPLYAHISDLAGT KKPYVLPVPF 35
QNVLNGGSHAGGRLA

Pep Alt a 6.5 174-213  CEAPTFSEAMRQGAEVYQKLKALAKKTYGQSAGNVGD 36
EGG

Pep Alta 6.6 241-280  IKIAMDVASSEFYKADEKKYDLDFKNPDSDKSKWLTYE 37
QL

Pep Alt a 6.7 294-333  VSIEDPFAEDDWEAWSYFFKTYDGQIVGDDLTVTNPEFI 38
K
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Péptido

Pep Alta 6.8

Pep Alta 6.9
Pep Amb a 1.1

Pep Amb a 1.2

Pep Amba 1.3
Pep Amb a 1.4

Pep Amba 1.5

Pep Amb a 1.6

Pep Amba 1.7

Pep Amb a 1.8

Pep Artv 1.1

Pep Artv 1.2
Pep Artv 1.3

Canf1Pep1

Canf1 Pep2

Canf1Pep3

Canf1Pep4

Canf1Pep5

Canf2Pep 1

Canf2 Pep 2

Canf2Pep3

Posicion

361-400

401-438
31-70

80-120

125-155
160-200

225-263

264-300
305-350

356-396

27-70

70-100
92-132

19-56

51-90

78-118

106-145

135-174

19-58

52-91

82-119

ES 2720 140 T3

Secuencia

AKDAFGAGWGVMVSHRSGETEDVTIADIVVGLRSGQIK
TG
APARSERLAKLNQILRIEEELGDNAVYAGNNFRTAVNL
EILPVNETRRLTTSGAYNIIDGCWRGKADWAENRKALA
DC
GGKDGDIYTVTSELDDDVANPKEGTLRFGAAQNRPLWI

IFE
IRLDKEMVVNSDKTIDGRGAKVEIINAGFTL

NVIIHNINMHDVKVNPGGLIKSNDGPAAPRAGSDGDAIS
IS
GTTRLTVSNSLFTQHQFVLLFGAGDENIEDRGMLATVA
F
NTFTDNVDQRMPRCRHGFFQVVNNNYDKWGSYAIGGS
ILSQGNRFCAPDERSKKNVLGRHGEAAAESMKWNWRT
NKDVLENGA
GVDPVLTPEQSAGMIPAEPGESALSLTSSAGVLSCQPGA
PC
SKLCEKTSKTYSGKCDNKKCDKKCIEWEKAQHGACHK
REAGKES

SCFCYFDCSKSPPGATPAPPGAAPPPAAGGS
APPPAAGGSPSPPADGGSPPPPADGGSPPVDGGSPPPPST
H
QDTPALGKDTVAVSGKWYLKAMTADQEVPEKPDSVTP
M
DSVTPMILKAQKGGNLEAKITMLTNGQCONITVVLHKT
SE
CONITVVLHKTSEPGKYTAYEGQRVVFIQPSPVRDHYIL
YC
QPSPVRDHYILYCEGELHGRQIRMAKLLGRDPEQSQEA
LE
RDPEQSQEALEDFREFSRAKGLNQEILELAQSETCSPGG
Q
QEGNHEEPQGGLEELSGRWHSVALASNKSDLIKPWGHF
RV
PWGHFRVFIHSMSAKDGNLHGDILIPQDGQCEKVSLTAF
K
CEKVSLTAFKTATSNKFDLEYWGHNDLYLAEVDPKSYL
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40
41

42

43
44

45

46
47

48

49

50
51

52

53

54

55

56

57

58

59



Péptido

Canf2Pep4

Canf2Pep5

Feld 2 Pep 1
Feld 2 Pep 2
Feld 2 Pep 3
Feld 2 Pep 4

Feld 2 Pep 5
Feld 2 Pep 6
Feld 2 Pep 7

Feld 2 Pep 8
Feld 2 Pep 9

Feld 2 Pep 10

Fel d 2 Pep 11

Feld 2 Pep 12

Feld 2 Pep 13
Feld 2 Pep 14
Feld 2 Pep 15

Feld 2 Pep 16

Feld 2 Pep 17

Pep Ole e 1.1
Pep Ole e 1.2
Pep Ole e 1.3
Pep Ole e 1.4
Pep Olee 1.5

Pep Parj 2.1
Pep Parj2.2
Pep Parj2.3
Pep Parj2.4

Posicion

106-144

139-180

25-58
99-133
154-183
277-307

334-363
373-402
544-573

579-608
58-99

125-165

183-224

224-261

252-289
303-340
416-457

460-500

501-542

1-40
36-66
63-99

86-120
107-145

31-60
45-80
60-96
97-133

ES 2720 140 T3

Secuencia

NDLYLAEVDPKSYLILYMINQYNDDTSLVAHLMVRDLS
R
VRDLSRQQDFLPAFESVCEDIGLHKDQIVVLSDDDRCQ
GSRD

EAHQSEIAHRFNDLGEEHFRGLVLVAFSQYLQQC
CTVASLRDKYGEMADCCEKKEPERNECFLQHKDDN
NEQRFLGKYLYEIARRHPYFYAPELLYYAE
CADDRADLAKYICENQDSISTKLKECCGKPV

VEDKEVCKNYQEAKDVFLGTFLYEYSRRHP
LAKEYEATLEKCCATDDPPACYAHVFDEFK

EKQIKKQSALVELLKHKPKATEEQLKTVMG
VDKCCAALDKEACFAEEGPKLVAAAQAALA
CPFEDHVKLVNEVTEFAKGCVADQSAANCEKSLHELLG
DKLC
CFLQHKDDNPGFGQLVTPEADAMCTAFHENEQRFLGK
YLYE
EEYKGVFTECCEAADKAACLTPKVDALREKVLASSAKE
RLKC
CASLQKFGERAFKAWSVARLSQKFPKAEFAEISKLVTD
FAEISKLVTDLAKIHKECCHGDLLECADDRADLAKYIC
CGKPVLEKSHCISEVERDELPADLPPLAVDFVEDKEVC
CELFEKLGEYGFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRSL
GKV
CTHPEAERLSCAEDYLSVVLNRLCVLHEKTPVSERVTK
C

CTESLVNRRPCFSALQVDETY VPKEFSAETFTFHADLCT
LPE
EDIPQPPVSQFHIQGQVYCDTCRAGFITELSEFIPGASLR
GASLRLQCKDKENGDVTFTEVGYTRAEGLYS
GLYSMLVERDHKNEFCEITLISSGRKDCNEIPTEGWA
GRKDCNEIPTEGWAKPSLKFKLNTVNGTTRTVNPL
LNTVNGTTRTVNPLGFFKKEALPKCAQVYNKLGMYPP
NM

GEEACGKVVQDIMPCLHFVKGEEKEPSKEC
CLHFVKGEEKEPSKECCSGTKKLSEEVKTTEQKREA
CCSGTKKLSEEVKTTEQKREACKCIVRATKGISGIKN
ELVALEVPKKCDIKTTLPPITADFDCSKIQSTIFRGYY
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SEQ ID
NO:

60

61

62
63
64
65

66
67
68

69
70

71

72

73

74
75
76

77

78

79
80
81
82
83

84
85
86
87



Péptido

Derp 1 Pep 1
Derp 1Pep2
Derp1Pep3
Derp1Pep4
Derp1Pep5
Derp1Pep6
Derp1Pep7
Derp 1Pep 8
Derp 1Pep1,2

Derp 1 Pep 2,2

Derp1Pep9
Derp 2 Pep 1
Derp 2 Pep 2
Derp 2 Pep 3
Derp 2 Pep 4

Derp2Pep5
Derp 5Pep 1
Derp 5Pep 2
Derp 5Pep 3
Derp 5Pep 4
Derp 7 Pep 1
Derp 7 Pep 2
Derp 7 Pep 3
Derp 7 Pep 4
Derp7 Pep5
Derp 7 Pep 6
Derp 10 Pep 1
Derp 10 Pep 2
Derp 10 Pep 3

Derp 10 Pep 4
Derp 10 Pep 5
Derp 10 Pep 6

Posicion
1-30
52-84
85-115
99-135
145-175
155-187
175-208
188-222
1-41

42-82

27-57
1-33
21-51
42-73
62-103

98-129
1-35
25-60
65-95
78-114
1-30
20-50
50-80
90-125
125-155
165-198
1-35
36-70
71-110

111-145
140-170
175-205

ES 2720 140 T3

Secuencia

TNACSINGNAPAEIDLROMRTVTPIRMQGG
NQSLDLALEQLELVDCASQHGCHGDTIPRGIEYIQ
HNGVVQLESYYRYVARLEQSCRRPNAQRFGISN
REQSCRRPNAQRFGISNYCQIYPPNVNKIRCALAQTH
KDLDAFRHYDGRTIQRDNGYQPNYHAVNIV
GRTHQRDNGYQPNYHAVNIVGYSNAQGVDYWI
VGYSNAQGVDYWIVRNSWDTNWGDNGYGYFAANI
VRNSWDTNWGDNGYGYFAANIDLMMIEEYPYVVIL
TNACSINGNAPAEIDLROQMRTVTPIRMQGGCGSCWAFS
GVA

ATESAYLAYRNQSLDLAEQELVDCASQHGCHGDTIPRG
IEYIQ

MQGGCGSCWAFSGVAATESAYLAYRNQSLD
DQVDVKDCANHEIKKVLVPGCHGSEPCITHRGK
CHGSEPCITHRGKPFQLEAVFEANQNSKTAK
EANQNSKTAKIEIKASIEGLEVDVPGIDPNAC
EVDVPGIDPNACHYMKCPLVKGQQYDIKYTWIVPKIAP
KSEN
APKSENVVVTVKVMGDNGVLACAIATHAKIRD
MEDKKHDYQNEFDFLLMERIHEQIKKGELALFYLQ
KKGELALFYLQEQINHFEEKPTKEMKDKIVAEMDTI
DGVRGVLDRLMQRKDLDIFEQYNLEMAKKSG
DLDIFEQYNLEMAKKSGDILERDLKKEEARVKKIEV
DPIHYDKITEEINKAVDEAVAAIEKSETFD

VAAIEK SETFDPMKVPDHSDKFERHIGIIDL
LKGELDMRNIQVRGLKQMKRVGDANVKSEDG
VHDDVVSMEYDLAYKLGDLHPNTHVISDIQDFVVEL
LSLEVSEEGNMTLTSFEVRQFANVVNHIGGL
LSDVLTAIFQDTVRAEMTKVLAPAFKKELERNNQ
MEAIKKKMQAMKLEKDNAIDRAEIAEQKARDANLR
AEKSEEEVRALQKKIQQIENELDQVQEQLSAANTK
LEEKEKALQTAEGDVAALNRRIQLIEEDLERSEERLKIA
T
AKLEEASQSADESERMRKMLEHRSITDEERMEGLE
RMEGLENQLKEARMMAEDADRKYDEVARKLA
DLERAEERAETGESKIVELEEELRVVGNNLK
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SEQ ID
NO:

88
89
90
91
92
93
94
95
143

144

145
96
97
98
99

100
101

102
103
104

105
106

107
108
109
110
111
112
113

114
115
116



Péptido

Derp 10 Pep 7

Derp 10 Pep 8
Derp 21 Pep 1
Der p 21 Pep 2
Derp 21 Pep 3
Derp 21 Pep 4
Der p 23 Pep 1
Der p 23 Pep 2
Der p 23 Pep 3

Der p 23 Pep 4
Derp 23 Pep 5

Der p 23 Pep 6

Betv 1 Pep 1
Betv 1 Pep 2
Betv 1 Pep 3
Betv1PepA

Betv 1 Pep B

Fel d 1 cadena 1 Pep
1

Fel d 1 cadena 1 Pep
2

Fel d 1 cadena 2 Pep
1

Fel d 1 cadena 2 Pep
2

Fel d 1 cadena 2 Pep
3

Phlp 5 Pep 1
Phlp 5 Pep 2
Phlp5Pep3
Phlp 5 Pep 4
Phlp5Pep5
Phlp 5 Pep 6

Phlp 5 Pep 1a

ES 2720 140 T3

Posicion Secuencia

210-250

250-284
1-35
35-72
70-100
90-122
1-32
15-48
32-70

32-60
42-70
32-70*
(Cys-
>Ser)
30-59

50-79
75-104
30-74

60-104

1-34
35-70

1-34
35-63
64-92

98-128
26-58
132-162
217-246
252-283
176-212

93-128

SEEKAQQREEAHEQQIRIMTTKLKEAEARAEFAERSVQ
KLQ
QKEVDRLEDELVHEKEKYKSISDELDQTFAELTGY
MFIVGDKKEDEWRMAFDRLMMEELETKIDQVEKGL
LHLSEQYKELEKTKSKELKEQILRELTIGENFMKGAL
GALKFFEMEAKRTDLNMFERYNYEFALESIK
YNYEFALESIKLLIKKLDELAKKVKAVNPDEYY
MANDNDDDPTTTVHPTTTEQPDDKFECPSRFG
PTTTEQPDDKFECPSRFGYFADPKDPHKFYICSN
GYFADPKDPHKFYICSNWEAVHKDCPGNTRWNEDEE
TCT

GYFADPKDPHKFYICSNWEAVHKDCPGNT
KFYICSNWEAVHKDCPGNTRWNEDEETCT

GYFADPKDPHKFYISSNWEAVHKDSPGNTRWNEDEETS
T

LFPKVAPQAISSVENIEGNGGPGTIKKISF
GPGTIKKISFPEGFPFKYVKDRVDEVDHTN
VDHTNFKYNY SVIEGGPIGDTLEKISNEIK
LFPKVAPQAISSVENIEGNGGPGTIKKISFPEGFPFKYVK
DRVDE
PEGFPFKYVKDRVDEVDHTNFKYNYSVIEGGPIGDTLEK
ISNEIKI
EICPAVKRDVDLFLTGTPDEYVEQVAQYKALPVVC

LENARILKNCVDAKMTEEDKENALSLLDKIYTSPLC

VKMAITCPIFYDVFFAVANGNELLLDLSLTKVNAC
TEPERTAMKKIQDCYVENGLISRVLDGLVC

CMTTISSSKDCMGEAVQNTVEDLKLNTLGR

CGAASNKAFAEGLSGEPKGAAESSSKAALTSK
ADLGYGPATPAAPAAGYTPATPAAPAEAAPAGKC
AYKLAYKTAEGATPEAKYDAYVATLSEALRIC
CEAAFNDAIKASTGGAYESYKFIPALEAAVK
TVATAPEVKYTVFETALKKAITAMSEAQKAAKC
CAEEVKVIPAGELQVIEKVDAAFKVAATAANAAPAND
K
CFVATFGAASNKAFAEGLSGEPKGAAESSSKAALTSK
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NO:

117

118
119
120
121
122
123
124
125

146
147

148

126
127
128
143

144

129

130

131

132

133

134
135
136
137
138
139

141
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Péptido Posicion Secuencia SEQ ID
NO:
Phlp 5 Pep 2b 26-53 ADLGYGPATPAAPAAGYTPATPAAPAEAC 142
Phlp 5 Pep 7 59-91 ATTEEQKLIEKINAGFKAALAAAAGVQPADKYR 22
Phip 1 Pep 1 151-1771  HVEKGSNPNYLALLVKYVNGDGDVVAVC 1
Phlp 1 Pep 2 87-117  EPVVVHITDDNEEPIAPYHFDLSGHAFGAMAC 2
Phip 1 Pep 3 1-30 IPKVPPGPNITATYGDKWLDAKSTWYGKPTGC 3
Phlp 1 Pep 4 43-70 GYKDVDKPPFSGMTGCGNTPIFKSGRGC 4
Phip1Pep5 212-241  CVRYTTEGGTKTEAEDVIPEGWKADTSYESK 5
Phlp 2 Pep 1 1-33 VPKVTFTVEKGSNEKHLAVLVKYEGDTMAEVELC 6
Phlp 2 Pep 2 28-39 CVEKGSNEKHLAVLVKYEGDTMAEVELREHGSD 7
Phlp 2 Pep 3 34-65 REHGSDEWVAMTKGEGGVWTFDSEEPLQGPFNC 8
Phlp 2 Pep 4 66-96 CFRFLTEKGMKNVFDDVVPEKYTIGATYAPEE 9
Phl p 6 Pep 1 23-54 GKATTEEQKLIEDVNASFRAAMATTANVPPAD 10
Phl p 6 Pep 2 56-90 YKTFEAAFTVSSKRNLADAVSKAPQLVPKLDEVYN 11
Phl p 6 Pep 3 95-127 AADHAAPEDKY EAFVLHFSEALRIIAGTPEVHA 12
Phl p 6 Pep 4 73-114 DAVSKAPQLVPKLDEVYNAAYNAADHAAPEDKY 13

*) Cisteinas intercambiadas por serinas (marcadas en negrita)

Las expresiones "fragmentos de los mismos" y "variaciones de secuencia de los mismos" se refieren a péptidos que
se deducen de las moléculas procedentes de alérgenos divulgadas en el presente documento y muestran propiedades
bioquimicas (por ejemplo, la capacidad para prevenir la unién de IgE al alérgeno del que proceden estas moléculas)
que son comparables o idénticas a dichas moléculas derivadas de alérgeno. Los fragmentos para los fines de la
presente invencion constan de 20 a 50 restos de aminoacido consecutivos de la molécula procedente de alérgeno. La
expresion "variacion de secuencia” incluye modificaciones de los péptidos, tal como fragmentacion (véase lo anterior),
sustituciones de aminoacido (en particular, pueden intercambiarse restos de cisteina o metionina por serina, alanina
u otros aminoacidos o derivados de aminoacidos naturales o no naturales), eliminaciones o adiciones. "Variacion de
secuencia" también se refiere a dichas moléculas procedentes de alérgeno de la tabla anterior, en donde al menos 1,
preferentemente al menos 2, mas preferentemente al menos 3, ain mas preferentemente al menos 4 (5, 6, 7, 8, 9, 10,
15, 20) restos de aminoacido se afiaden al extremo C y/o N-terminal.

Cabe destacar que el alérgeno citado en el presente documento como "alérgeno de clon 30" es un alérgeno procedente
del acaro del polvo doméstico, Dermatophagoides pteronyssinus y consiste en la siguiente secuencia:
MANDNDDDPTTTVHPTTTEQPDDKFECPSRFGYFADPKDPHKFYICSNWEAVHKDCP GNTRWNEDEETCT (SEQ
ID NO: 140; véase también el documento WO 2007/124524). Mientras tanto, se ha asignado el nombre del alérgeno
Der p 23 al alérgeno de clon 30. Esto significa que Der p 23 y alérgeno de clon 30 son sindnimos.

De acuerdo con la presente invencion, la proteina PreS de hepatitis B comprende al menos dos fragmentos peptidicos
de unidn a linfocitos B procedentes de al menos un alérgeno de tipo silvestre fusionado a su extremo N-terminal y al
menos dos fragmentos peptidicos de unidn a linfocitos B procedentes de al menos un alérgeno de tipo silvestre
fusionado a su extremo C-terminal.

Al menos dos de dichos tres péptidos de unién a linfocitos B pueden ser idénticos.

El polipéptido de la presente invencion puede usarse como vacuna en el tratamiento o la prevencion de una alergia
en un ser humano o un animal.

El polipéptido se administra preferentemente a un individuo en una cantidad de 0,01 microgramos por kg de peso
corporal a 5 mg/kg de peso corporal, preferentemente de 0,1 microgramos por kg de peso corporal a 10 microgramos
por kg de peso corporal.

Los polipéptidos de la presente invencién pueden administrarse a un individuo en una cantidad de al menos 10 g,
preferentemente, de al menos 20 pg por polipéptido. La cantidad maxima de polipéptidos a administrar puede variar,
pero preferentemente es menor de 100 ug, mas preferentemente, menor de 50 pg, aun mas preferentemente, 40 ug
0 menos, por polipéptido.
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La cantidad de polipéptidos que puede combinarse con los excipientes para producir una forma farmacéutica unitaria
variara dependiendo del hospedador tratado y del modo de administracion particular. La dosis de la vacuna puede
variar dependiendo de factores tales como la patologia, la edad, el sexo y el peso del individuo y de la capacidad del
anticuerpo para provocar una respuesta deseada en el individuo. Las pautas posoldgicas se pueden ajustar para
proporcionar la respuesta terapéutica optima. Por ejemplo, pueden administrarse varias dosis divididas a diario o
puede reducirse la dosis proporcionalmente segun indiquen las exigencias de la situacion terapéutica. También puede
variarse la dosis de la vacuna para provocar una respuesta a la dosis preventiva 6ptima, dependiendo de las
circunstancias. Por ejemplo, pueden administrarse los polipéptidos y la vacuna de la presente invencion a un individuo
en intervalos de varios dias, una o dos semanas o incluso meses, siempre dependiendo del nivel de induccion de IgG
especifica para el alérgeno.

El polipéptido/vacuna puede aplicarse entre 2 y 10, preferentemente entre 2 y 7, ain mas preferentemente, hasta 5y
lo mas preferentemente hasta 3 veces. El intervalo de tiempo entre las vacunaciones posteriores puede seleccionarse
para que sea entre 2 semanas y 5 afos, preferentemente entre 1 mes y hasta 3 afios, mas preferentemente entre 2
meses y 1,5 afios. La administracion repetida del péptido/vacuna de la presente invencion puede maximizar el efecto
final de una vacunacion terapéutica.

Pueden unirse tres o0 mas péptidos de union a linfocitos B seleccionados entre el grupo que consiste en SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 139, SEQ ID NO: 142 y SEQ ID NO:
10 en N y C-terminal a un polipéptido de superficie del virus de la familia hepadnaviridae, preferentemente, el
polipéptido PreS de hepatitis o fragmentos del mismo.

Los polipéptidos de la presente invencion que comprenden los al menos tres péptidos de unién a linfocitos B
procedentes de al menos un alérgeno de tipo silvestre se seleccionan preferentemente entre el grupo que consiste en
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 19.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de
acuerdo con la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un vector que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo
con la presente invencion.

Dicho vector es preferentemente un vector de expresion.

El vector que porta la molécula de acido nucleico de la presente invencion puede usarse con fines de clonacion o para
la produccién de vectores de expresion. Dicho vector puede ser un plasmido, cosmido, virus, bacteriéfago o cualquier
otro vector comunmente usado en ingenieria genética y puede incluir, ademas de la molécula de acido nucleico de la
invencion, elementos de eucariota o procariota para el control de la expresion, tal como secuencias reguladoras para
el inicio y la terminacion de la transcripcion y/o la traduccién, potenciadores, promotores, secuencias de sefial y
similares.

El vector puede ser un vector bacteriano, fungico, de insecto, virico o de mamifero.

El vector de la presente invencion puede emplearse preferentemente para fines de clonacion y expresion en diversos
hospedadores, tales como bacterias, levaduras, hongos filamentosos, células de mamifero, células de insecto, células
vegetales o cualquier otra célula procariota o eucariota. Por lo tanto, dicho vector comprende, aparte de un acido
nucleico que codifica una molécula hipoalergénica o proteina de fusion de acuerdo con la presente invencion,
secuencias reguladoras especificas del hospedador.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un hospedador que comprende una molécula de acido nucleico o
un vector de acuerdo con la presente invencion.

La molécula de acido nucleico y el vector de acuerdo con la presente invencion pueden introducirse en un hospedador
adecuado. Dicha molécula puede incorporarse en el genoma del hospedador. El vector puede existir de manera
extracromosomica en el citoplasma o incorporarse en el cromosoma del hospedador.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una formulaciéon de vacuna que comprende al menos un polipéptido
de acuerdo con la presente invencion. Por ejemplo, puede contener al menos dos, tres y mas preferentemente al
menos cuatro polipéptidos de este tipo.

La vacuna puede comprender al menos uno, preferentemente, al menos dos, preferentemente, al menos tres,
preferentemente, al menos cuatro, preferentemente al menos 5, polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ
ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 149, SEQ ID NO: 150, SEQ ID NO: 151 y SEQ ID NO: 152.
Dependiendo de la composicion, dicha vacuna puede usarse en el tratamiento y/o la prevencién de alergias al polen
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de gramineas, alergias al polen de abedul, alergias al acaro del polvo doméstico o una combinacién de dichas alergias
en individuos que padecen dichas alergias o que se encuentran en riesgo de padecerlas.

El término "prevenir", como se usa en el presente documento, abarca medidas no solo para prevenir la aparicion de
la enfermedad, tal como la reduccion de factores de riesgo, sino también a detener su progresion y reducir sus
consecuencias una vez establecida. "Prevenir" también significa prevenir la sensibilizacion de un individuo que se
encuentra en riesgo de adquirir una alergia.

Como se usa en el presente documento, el término "tratamiento” o los equivalentes gramaticales abarcan la mejora
y/o reversion de los sintomas de enfermedad (por ejemplo, alergia). Un compuesto que provoca una mejora en
cualquier parametro asociado con la enfermedad, cuando se usa en los métodos de exploracién de la presente
invencion, puede identificarse, por tanto, como un compuesto terapéutico. El término "tratamiento" se refiere tanto a
tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o preventivas.

De acuerdo con una de las realizaciones mas preferidas de la presente invencién, la vacuna comprende polipéptidos
que tienen la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 17.

De acuerdo con otra realizacion preferida de la presente invencion, la vacuna comprende polipéptidos que tienen la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y/o SEQ ID NO: 19.

De acuerdo con una realizacién particularmente preferida de la presente invencion, la vacuna comprende polipéptidos
de la presente invencion que comprenden fragmentos de alérgeno procedentes de alérgenos del acaros del polvo
domeéstico. Se prefieren particularmente los restos de aminoacido 1 a 33, 21 a 51,42 a 73, 62 a 103 0 98 a 129 de
Der p 2, los restos de aminoacido 1 a 30, 20 a 50, 50 a 80, 90 a 125, 125 a 155 0 165 a 198 de Der p 7, los restos de
aminoacido 1 a 35,35 a72, 70 a 100 0 90 a 122 de Der p 21, los aminoacidos 1 a 32, 15a48 0 32 a 70, 32 a 60, 52
a 84, 32 a 70 (Cys->Ser) de Der p 23, los restos de aminoacido 1 a 30, 1 a 41, 27 a 57,42 a 82, 52 a 84, 85 a 115, 99
a 135, 145a 175, 155 a 187, 175 a 208 0 188 a 222 de Der p 1. Mas preferentemente, la vacuna comprende al menos
uno de los polipéptidos de SEQ ID NO: 149 a 152 (mostrados en las Fig. 18A-D).

El polipéptido/vacuna de la presente invencion puede administrarse 4 veces por afio de tratamiento a lo largo de un
periodo de tratamiento total de 1 a 5 afios, preferentemente durante 2 a 3 afos. De dichas 4 administraciones anuales,
3 se aplican dentro de un periodo de 6 a 12, preferentemente, 8, semanas que tienen intervalos de 3 a 6 semanas,
preferentemente 4 semanas, entre la administracion 1y 2 y otras 3 a 6 semanas, preferentemente 4 semanas, entre
las administraciones 2 y 3. La cuarta aplicacion se aplica de 3 a 7 meses después de la tercera administracion. En
caso de que el periodo de tratamiento total sea superior a 1 afio, se aplica la misma pauta posoldgica en los siguientes
anos de tratamiento.

Para el tratamiento de las alergias estacionales (por ejemplo, alergias al polen, tales como alergia al polen de
gramineas o alergias al polen de abedul), las administraciones 1, 2 y 3 se programan preferentemente antes de la
estacion respectiva con exposicion al alérgeno (estacion de polen) y la cuarta administracion se pauta después de la
estacion.

La formulaciéon de vacuna de acuerdo con la presente invencion puede formularse como se conoce en la técnica y
ajustarse segun sea necesario al modo de administracion de dicha formulacion de vacuna.

Las formas de administracion preferidas de la formulaciéon de vacuna (de la presente invencion) incluyen todos los
regimenes de administracion convencionales descritos y sugeridos para la vacunacion en general y especificamente
para la inmunoterapia contra alergias (por via oral, transdérmica, intravenosa, intranasal, por via mucosa, rectal, etc.).
Sin embargo, se prefiere particularmente administrar las moléculas y proteinas de acuerdo con la presente invencion
por via subcutanea o intramuscular.

La formulacién de vacuna de acuerdo con la presente invencién puede comprender Unicamente una proteina de la
capside virica o fragmentos de la misma de un miembro del género hepadnaviridae. Dicha formulacion comprende
ademas preferentemente al menos un adyuvante, excipiente farmacéuticamente aceptable y/o conservante.

A fin de aumentar la inmunogenicidad de las moléculas hipoalergénicas de acuerdo con la presente invencion, pueden
usarse adyuvantes, por ejemplo, en un medicamento de acuerdo con la presente invencion. Un adyuvante de acuerdo
con la presente invencion es un agente auxiliar que, cuando se administra junto con o en paralelo con un antigeno,
aumenta su inmunogenicidad y/o influencia la calidad de la respuesta inmunitaria. Por lo tanto, el adyuvante puede,
por ejemplo, tener una influencia considerable en el alcance de la respuesta inmunitaria humoral o celular. Los
adyuvantes convencionales son, por ejemplo, compuestos de aluminio, compuestos que contienen lipidos o
microbacterias inactivadas.

En general, los adyuvantes pueden ser de diferentes formas, a condicion de que sean adecuados para su

administracion a seres humanos. Los ejemplos adicionales de dichos adyuvantes son emulsiones de aceite de origen
mineral o vegetal, compuestos minerales, tales como fosfato o hidréxido de aluminio o fosfato de calcio, productos
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bacterianos y derivados, tales como P40 (procedente de la pared celular de Corynebacterium granulosum), lipido A
de monofosforilo (MPL, derivado del LPS) y derivados del péptido de muramilo y conjugados del mismo (derivados de
componentes de microbacterium), alumbre, adyuvante incompleto de Freund, liposina, saponina, escualeno, etc.
(véase, por ejemplo, Gupta R. K. et al. (Vaccine 11:293-306 (1993)) y Johnson A. G. (Clin. Microbiol. Rev. 7:277-289).
El medicamento de la presente invencion comprende como adyuvante, mas preferentemente, alumbre.

Se prefiere particularmente una combinacién de mas de una proteina de fusién que contiene péptidos hipoalergénicos
y la proteina PreS de hepatitis B. Estas combinaciones pueden derivarse de péptidos de un solo alérgeno o de
diferentes alérgenos de la misma fuente de alérgeno o de varias fuentes de alérgeno diferentes.

Se prefiere particularmente una mezcla de cuatro proteinas de fusidon que contienen péptidos hipoalergénicos de Phl
p 1, Phlp 2, Phlp 5y Phlp 6y la proteina PreS del virus de la hepatitis B.

Se prefiere particularmente una proteina de fusién o una mezcla de 2 proteinas de fusidon que contienen péptidos
hipoalergénicos de Bet v 1y la proteina PreS del virus de la hepatitis B.

Se prefiere una mezcla de al menos 2 proteinas de fusion que contienen péptidos hipoalergénicos de alérgenos de
acaros del polvo doméstico, mas preferentemente seleccionados entre Derp 1, Der p 2, Derp 5, Derp 7, Derp 21y
Der p 23 y la proteina PreS del virus de la hepatitis B. Mas preferentemente, la mezcla contiene 3 proteinas de fusion
que contienen péptidos hipoalergénicos procedentes de Der p 1, Der p 2 y Der p 23. Se prefiere particularmente que
la mezcla comprenda al menos uno, preferentemente, al menos dos, mas preferentemente al menos tres, de los
polipéptidos mostrados en las SEQ ID NO: 149 a 152 (véase también las Fig. 18A-D).

En general, pueden prepararse formulaciones de vacuna especificas de acuerdo con la presente invencién para el
tratamiento o la prevencion de diferentes alergias mediante la combinacion de polipéptidos hipoalergénicos de la
invencion que representan los alérgenos clinicamente relevantes de una fuente de alérgeno. Los métodos para
determinar los alérgenos clinicamente relevantes de una fuente de alérgeno se conocen en la técnica y se han descrito
con anterioridad (Valenta y Niederberger, 2007, J Allergy Clin. Immunol, 119 (4): 826-830). Los polipéptidos
hipoalergénicos de dicha formulacién de vacuna especifica se adsorben preferentemente en un adyuvante que puede
usarse en humanos (por ejemplo, hidroxido de aluminio) y la mezcla se administra 3-4 veces al afio durante 1-3 afos,
aplicando mas de 10 pg de cada polipéptido presente en la formulacion de vacuna por dosis.

Dichas formulaciones pueden comprender de 10 ng a 1 g, preferentemente de 100 ng a 10 mg, especialmente de
0,5 ug a 200 ug de dicha molécula hipoalergénica o anticuerpo.

Puede usarse una proteina hipoalergénica de acuerdo con la presente invencién para fabricar un medicamento para
el tratamiento o la prevencién de una infeccion virica y/o una alergia en un ser humano o animal.

Dicho medicamento comprende ademas preferentemente al menos un adyuvante, excipiente farmacéuticamente
aceptable y/o conservante.

El medicamento de acuerdo con la presente invenciéon puede usarse para inmunizacioén tanto activa (administracion
de la proteina hipoalergénica y/o moléculas de la invencién) como pasiva (anticuerpos dirigidos a la proteina
hipoalergénica y/o moléculas de la invencion).

Dicho medicamento puede comprender de 10 ng a 1 g, preferentemente de 100 ng a 10 mg, especialmente de 0,5 ug
a 200 ug de dicha molécula hipoalergénica, molécula de acido nucleico, vector, hospedador o anticuerpo.

El medicamento se administra preferentemente a un individuo en una cantidad de 0,01 ug/kg de peso corporal a
5 mg/kg de peso corporal, preferentemente de 0,1 ug/kg de peso corporal a 10 pg/kg de peso corporal.

El medicamento puede administrarse en una dosis que contiene una cantidad absoluta de 5 - 200 ug, mas
preferentemente, de 10 - 80 pyg, mas preferentemente, de 20 - 40 yg de cada uno, incluyendo el polipéptido
hipoalergénico.

La pauta posoldgica particular, es decir, dosis, tiempo y repeticion, dependera del individuo particular y del historial
médico del individuo. Las consideraciones empiricas, tales como la semivida, contribuiran generalmente a la
determinacion de la dosis. Puede determinarse y ajustarse la frecuencia de la administracion durante el transcurso de
la terapia.

Mas preferentemente, la pauta posoldgica para el medicamento consistira en 4 inyecciones subcutaneas anuales de
una y la misma dosis a lo largo de un periodo de tratamiento de 2 a 3 afios. De dichas 4 inyecciones subcutaneas
anuales, 3 se aplican dentro de un periodo de 6 a 12, preferentemente, 8, semanas que tienen intervalos de 3 a 6
semanas, preferentemente 4 semanas, entre la inyecciones 1y 2 y otras 3 a 6 semanas, preferentemente 4 semanas,
entre las inyecciones 2 y 3. La cuarta inyeccién se aplica de 4 a 6 meses después de la tercera administracion. Se
aplica la misma pauta posoldgica en los siguientes afios de tratamiento.
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Para el tratamiento de las alergias estacionales (por ejemplo, alergias al polen, tales como alergia al polen de
gramineas o alergias al polen de abedul), las administraciones 1, 2 y 3 se programan preferentemente antes de la
estacion respectiva con exposicion al alérgeno (estacion de polen) y la cuarta administracion se pauta después de la
estacion.

El individuo a quien se administra el medicamento de acuerdo con la presente invencidon es preferentemente un
individuo o animal que tiene o se encuentra en riesgo de tener una alergia.

Los sujetos que tienen o que se encuentran en riesgo de tener una alergia, afeccion alérgica, trastorno alérgico o
enfermedad alérgica incluyen sujetos con una afeccion alérgica existente o una predisposicion conocida o sospechada
hacia el desarrollo de un sintoma asociado con o provocado por una afeccion alérgica. Por lo tanto, el sujeto puede
tener una afeccion, trastorno o enfermedad alérgica crénica activa, un episodio alérgico agudo o una afeccion,
trastorno o enfermedad alérgica latente. Ciertas afecciones alérgicas se asocian con factores ambientales estacionales
o geograficos. Por lo tanto, los sujetos en riesgo incluyen aquellos que se encuentran en riesgo de padecer una
afeccion basandose en un historial personal o familiar previo y la estacion o la ubicacion fisica, pero en los que la
afeccion o un sintoma asociado con la afeccion pueden no manifestarse en ese momento en el sujeto.

La administracion del medicamento de acuerdo con la presente invencién, que comprende al menos una molécula
hipoalergénica como se describe en el presente documento, a un individuo puede prevenir la sensibilizacion de dicho
individuo o puede inducir una respuesta inmunitaria adecuada a los alérgenos. En caso de que el medicamento de la
presente invencidn se use para prevenir la sensibilizacion, debe administrarse a un individuo antes del primer contacto
con dicho alérgeno. Por lo tanto, se prefiere administrar el medicamento de acuerdo con la presente invencion a
neonatos y nifios. También se ha dado el caso de que la administracion del medicamento de acuerdo con la presente
invencion a gestantes inducira la formacion de anticuerpos dirigidos contra alérgenos en el feto. Es especialmente
beneficioso usar moléculas hipoalergénicas de acuerdo con la presente invencién para dichas terapias, debido a la
ausencia de epitopos de linfocitos T especificos de alérgeno, pueden reducirse significativamente los efectos
secundarios durante el transcurso de la inmunoterapia con alérgeno o incluso evitarse completamente.

Puede usarse una proteina de la capside virica de un virus de la familia hepadnaviridae como transportador en
medicamentos o vacunas.

Una de las ventajas de dicho transportador es que no solo puede exponerse el antigeno fusionado o conjugado al
sistema inmunitario, sino que también se induce una respuesta inmunitaria contra la proteina de la capside de un
hepadnavirus. Por consiguiente, dicha vacunacion puede proporcionar prevencion y/o tratamiento de enfermedades
provocadas por hepadnavirus. El virus es preferentemente de la especie del virus de la hepatitis B humana.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una molécula hipoalergénica derivada de Phl p 5 (n.° de GenBank
X7435) que tiene un truncamiento C y/o N-terminal y carece sustancialmente de capacidad de union a IgE.

El polen de gramineas es una de las fuentes estacionales externas mas potentes de alérgenos transportados por el
aire responsable de la fiebre del heno y el asma alérgica.

Mas de un 40 % de los individuos alérgicos presentan reactividad de IgE con alérgenos de polen de gramineas, que
se dividen en mas de 11 grupos. Mas de un 80 % de los pacientes alérgicos al polen de gramineas reaccionan con
alérgenos del grupo 5.

Los alérgenos del grupo 5 son proteinas altamente homdlogas no glucosiladas con una masa molecular en el intervalo
de 25-33kD. Se han clonado y/o caracterizado inmunolégicamente varios alérgenos del grupo 5.

El ensayo para reducir la actividad alérgica introduciendo mutaciones puntuales, mutaciones de varios aminoacidos
seguidos o eliminaciones no mostré efecto (Schramm G, et al. J Immunol 1999; 162: 2406-1435). Las regiones de
union a IgE de Phl p 5 (Flicker S, et al. J Immunol 2000; 165: 3849-3859) ya se han descrito y se ha resuelto la
estructura tridimensional (Maglio O, et al. 2002. Protein Eng. 15:635-642).

Se ha observado que en particular, los péptidos Phl p 5 de acuerdo con la presente invencién, que estan truncados
en C y/o N-terminal y que carecen de capacidad de unién a IgE, pueden emplearse para la vacunacion activa de
individuos.

Esta molécula truncada carece sustancialmente de epitopos para linfocitos T y, por lo tanto, carece de reactividad de
linfocitos T especifica de Phl p 5.

Como se ha indicado anteriormente, pueden reducirse significativamente los efectos secundarios de la inmunoterapia
con alérgeno o incluso evitarse en caso de que las moléculas hipoalergénicas carezcan sustancialmente de epitopos
de linfocitos T especificos de alérgeno.

Las moléculas de Phl p 5 que carecen de epitopos para linfocitos T estan formadas por los aminoacidos 93 a 128, 98
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a 128, 26 a 53, 26 a 58 0 252 a 283 de Phl p 5 o fragmentos o variaciones de secuencia del mismo.

En particular, estas moléculas truncadas muestran una reactividad con linfocitos T especificos de antigeno
sustancialmente baja o nula y son, no obstante, capaces de provocar una respuesta inmunitaria adecuada dirigida
contra el alérgeno de tipo silvestre.

El Phl p 5 truncado hipoalergénico puede estar compuesto por los aminoacidos 132 a 162, 217 a 246 0 176 a 212 de
Phl p 5 o variaciones de secuencia del mismo.

Estas moléculas hipoalergénicas comprenden uno o mas epitopos para linfocitos T pero carecen de capacidad de
unirse a IgE.

Se prefieren moléculas de Phl p 1 truncadas que carecen de epitopos para linfocitos T, que estan compuestas por los
aminoacidos 1 a 30,43 a 70, 87 a 117, 151 a 171 0 214 a 241 de Phl p 1 o variaciones de secuencia de las mismas
fusionadas a una proteina transportadora virica, preferentemente la proteina PreS de hepatitis B.

Se prefieren moléculas de Phl p 2 truncadas que carecen de epitopos para linfocitos T, que estan compuestas por los
aminoacidos 1 a 33, 8 a 39, 34 a 65 0 66 a 96 de Phl p 2 o variaciones de secuencia de las mismas fusionadas a una
proteina transportadora virica, preferentemente la proteina PreS de hepatitis B.

Se prefieren moléculas de Phl p 6 truncadas que carecen de epitopos para linfocitos T, que estan compuestas por los
aminoacidos 23 a 54, 56 a 90, 73 a 114 0 95 a 127 de Phl p 6 o variantes de secuencia de las mismas fusionadas a
una proteina transportadora virica, preferentemente la proteina PreS de hepatitis B.

Se prefieren moléculas de Bet v 1 truncadas que carecen de epitopos para linfocitos T, que estan compuestas por los
aminoacidos 30 a59,50a 79, 75a 104,30 a74 060 a 104 de Bet v 1.

Se prefieren combinaciones o mezclas de moléculas truncadas de Phleum pratense que carecen de epitopos para
linfocitos T, fusionadas a una proteina transportadora virica, preferentemente la proteina PreS de hepatitis B, como se
ha descrito anteriormente.

Se prefieren combinaciones o mezclas de moléculas de Phleum pratense que carecen de epitopos para linfocitos T,
que estan compuestas por una o mas de dichas proteinas de fusion de Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5y Phl p 6 truncadas,
como se ha descrito anteriormente.

Una molécula hipoalergénica procedente de Fel d 1 (n.° de GenBank X62477 y X62478) puede tener un truncamiento
C y/o N-terminal y carecer de capacidad de unién a IgE.

Las alergias a animales afectan a hasta un 40 % de los pacientes alérgicos. En el ambiente doméstico, las alergias a
las mascotas mas populares, gatos y perros, son particularmente prevalentes y estan conectadas con sintomas
perennes. Los alérgenos de los animales estan presentes en la caspa, epitelio, saliva, suero u orina. La exposicién a
los alérgenos puede producirse tanto mediante contacto directo con la piel como por la inhalaciéon de particulas que
portan los alérgenos. Se ha demostrado que los alérgenos principales de gatos y perros estan ampliamente presentes
y pueden detectarse incluso en hogares sin mascotas y en lugares publicos, por ejemplo, escuelas. Esto puede
atribuirse al elevado y creciente nimero de hogares que tienen mascotas en los paises industrializados
(aproximadamente un 50 %) y a la elevada estabilidad de los alérgenos, que son transportados y distribuidos.

Se ha identificado Fel d 1 como el principal alérgeno de gato, que es reconocido por mas de un 90 % de los pacientes
alérgicos a los gatos. Fel d 1 representa una glucoproteina acida de 38 kDa con una funcién bioldgica desconocida.
Consta de dos heterodimeros idénticos unidos de manera no covalente, que, de nuevo, estan formados por dos
cadenas de polipéptido unidas de manera antiparalela por tres enlaces disulfuro. La cadena 1 y la cadena 2 estan
codificadas por genes distintos, consistiendo cada uno en 3 exones. Fel d 1 recombinante (rFel d 1), expresada como
una proteina de fusion de cadena 2 a cadena 1, se ha generado en E. coli. Esta Fel d 1 recombinante puede imitar
completamente las propiedades inmunoldgicas del alérgeno de tipo silvestre.

Son adecuados los péptidos procedentes del alérgeno principal de gato, Fel d 1 y que carezcan de capacidad de unién
a IgE, por ejemplo, para inmunoterapia y vacunacion profilactica contra la alergia. Los péptidos sintéticos derivados
de Fel d 1, como Phl p 5y los péptidos derivados de alérgeno divulgados en el presente documento, son capaces de
inducir una respuesta de IgG, es decir, la produccion de los denominados "anticuerpos de bloqueo" o "anticuerpos
protectores". Estos anticuerpos impiden la uniéon de IgE al alérgeno Fel d 1. De este modo, puede lograrse una
reduccion significativa en los sintomas de alergia.

La molécula truncada divulgada en el presente documento puede mostrar reactividad reducida con linfocitos T.

A fin de evitar o de reducir significativamente los efectos secundarios tardios, la molécula hipoalergénica derivada de
Fel d 1 muestra una reactividad con linfocitos T reducida como se define en la presente invencion.

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2720 140 T3

El Fel d 1 truncado esta compuesto preferentemente por los aminoacidos 1 a 34 0 35 a 70 de la cadena 1 de Fel d 1,
los aminoacidos 1 a 34, 35 a 63 0 64 a 92 de la cadena 2 de Fel d 1 o variaciones de secuencia del mismo.

En el presente documento se divulgan moléculas hipoalergénicas que estan compuestas por o que comprenden los
aminoacidos 1 a 33,21a51,42a73,62a 103 0 98 a 129 de Der p 2, los aminoacidos 1 a 30, 20 a 50, 50 a 80, 90 a
125, 125 a 155 o0 165 a 198 de Der p 7, los aminoacidos 1 a 35, 35 a 72, 70 a 100 o 90 a 122 de Der p 21, los
aminoacidos 1a 32,15a48 032 a 70, 32 a 60, 52 a 84, 32 a 70 (Cys->Ser) de Der p 23, los aminoacidos 19 a 58, 59
a95,91a120 0 121 a 157 de Alt a 1, los aminoacidos 31 a 60, 45 a 80, 60 a 96 o0 97 a 133 de Parj 2, los aminoacidos
1a40, 36 a 66,63 a99, 86a120 0 107 a 145 de Ole e 1, los aminoacidos 25 a 58, 99 a 133, 154 a 183, 277 a 307,
334 a 363, 373 a 402, 544 a 573, 579 a 608, 58 a 99, 125 a 165, 183 a 224, 224 a 261, 252 a 289, 303 a 340, 416 a
457, 460 a 500 o 501 a 542 de Fel d 2, los aminoacidos 19 a 58, 52 a 91, 82 a 119, 106 a 144 0 139 a 180 de Can f
2, los aminoacidos 19 a 56, 51 a 90, 78 a 118, 106 a 145 o0 135-174 de Can f 1, los aminoacidos 27 a 70, 70 a 100 o
92 a 132 de Art v 1, los aminoacidos 31 a 70, 80 a 120, 125 a 155, 160 a 200, 225 a 263, 264 a 300, 305 a 350 o 356
a 396 de Amb a 1, los aminoacidos 1 a 34, 35a 74, 74 a 115, 125 a 165, 174 a 213, 241 a 280, 294 a 333, 361 a 400
0401 a 438 de Alt a 6, los aminoacidos 1 a 40, 41 a 80, 81 a 120, 121 a 160 de Alt a 2 o fragmentos o variaciones de
secuencia de los mismos.

Los métodos para la produccion de proteinas de fusién se conocen bien en la técnica y pueden encontrarse en las
referencias convencionales de biologia molecular, tales como Sambrook et al. (Molecular Cloning, 2.2 ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989) y Ausubel et al. (Short Protocols in Molecular Biology, 3.2 ed; Wiley and Sons, 1995).
En general, una proteina de fusidon se produce construyendo en primer lugar un gen de fusion que se inserta en un
vector de expresion adecuado, que, a su vez, se usa para transfectar un una célula hospedadora adecuada. En
general, las construcciones de fusién recombinantes se producen mediante una serie de digestiones con enzimas de
restriccion y de reacciones de ligamiento que dan como resultado la incorporacién de las secuencias deseadas en un
plasmido. En caso de que no estén disponibles los sitios de restriccion adecuados, pueden usarse adaptadores o
enlazadores oligonucleotidicos sintéticos, como es conocido por los expertos en la materia y como se describe en las
referencias citadas anteriormente. Las secuencias de polinucleétido que codifican alérgenos y proteinas nativas
pueden ensamblarse antes de su insercién en un vector adecuado o puede insertarse la secuencia que codifica el
alérgeno adyacente a una secuencia que codifica una secuencia nativa ya presente en un vector. La insercion de la
secuencia dentro del vector ha de ser en fase, de tal forma que la secuencia puede transcribirse en una proteina.
Resultara evidente para los expertos habituales en la materia que las enzimas de restriccion exactas, los enlazadores
y/o adaptadores necesarios, asi como las condiciones de reaccion exactas, variaran dependiendo de las secuencias
y los vectores de clonacion empleados. El ensamblaje de construcciones de ADN, sin embargo, es rutinario en la
técnica y puede lograrse facilmente por una persona experta en la materia.

Una ventaja especifica e inesperada es que las proteinas de fusidon procedentes de moléculas de alérgeno
hipoalergénicas truncadas y la proteina PreS de la hepatitis B humana pueden expresarse de manera reproducible en
sistemas de expresion convencionales y pueden producirse facilmente en procesos de alto rendimiento y de manera
reproducible en sistemas de expresion convencionales conocidos por los expertos en la materia, mas particularmente,
usando como sistema de expresion Escherichia coli. Dicho proceso de fabricacion comprende normalmente la
expresion de las moléculas de acuerdo con la invencion mediante el cultivo de células en un biorreactor (por ejemplo,
en un fermentador, matraz de agitacion), seguido de recogida de las células (por ejemplo, por filtracion, centrifugacion,
etc.) y rotura de las células (por ejemplo, mediante homogeneizacion a alta presion, sonicacion, ciclos de
congelacién/descongelacion, lisis enzimatica o quimica, etc.), purificacion de las moléculas (por ejemplo, por
cromatografia, filtracion, precipitacion, ultra/diafiltracion, etc.) y formulacién del producto final. A fin de obtener un alto
rendimiento de las moléculas de acuerdo con la invencion, se emplean preferentemente procesos de cultivo de alta
densidad celular, mediante la aplicaciéon de fermentacion discontinua alimentada.

En el presente documento también se divulga una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusion
como se describe en el presente documento.

La molécula de acido nucleico de la presente invencion puede emplearse, por ejemplo, para producir dichas moléculas
de manera recombinante.

Dicha molécula de acido nucleico, en otro aspecto de la presente invencién, puede estar comprendida en un vector.
Este vector es preferentemente un vector de expresion.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos, sin embargo, sin limitarse
a los mismos.

La Fig. 1 A muestra una representacion esquematica del vector HBV_Phip1_4xP5
La Fig. 1 B muestra una representacion esquematica del vector HBV_Phlp2_4xP3
La Fig. 1 C muestra una representacion esquematica del vector HBV_Phlp5_V2

La Fig. 1 D muestra una representacion esquematica del vector HBV_Phlp6_4xP1
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La Fig. 2 A muestra la secuencia primaria de la proteina de fusion HBV_PhIP1_4xP5 (BM321, SEQ ID NO: 14)
La Fig. 2 B muestra la secuencia primaria de la proteina de fusion HBV_PhIp2_4xP3 (BM322, SEQ ID NO: 15)

La Fig. 2 C muestra la secuencia primaria de la proteina de fusion HBV_PhIp5_V2 (BM325, SEQ ID NO: 16)

La Fig. 2 D muestra la secuencia primaria de la proteina de fusién HBV_Phip6_4xP1 (B326, SEQ ID NO: 17)

La Fig. 2 E muestra la secuencia primaria de la proteina de fusion HBV_Betv1_4PA (BM31a, SEQ ID NO: 18)

La Fig. 2 F muestra la secuencia primaria de la proteina de fusién HBV_Betv1_2PA2PB (BM31, SEQ ID NO: 19)
La Fig. 2 G muestra la secuencia primaria de la proteina de fusion HBV_PhIp5_V1 (SEQ ID NO: 20)

La Fig. 3 A muestra un gel de SDS Page al 12 % tefiido con azul de Coomassie que contiene la proteina de fusién
HBV_Phip1_4xP5 purificada (BM 321, carril 1 y 10: 5 ug de marcador molecular, carril 2, 3, 11 y 12 5ug de BM321,
carril 4 y 13 2 ug de BM321, carril 5y 14 1 ug de BM321, carril 6 y 15 0,5 ug de BM321, carril 7 y 16 0,25 ug de
BM321, carril 8 y 17 0,1 ug de BM 321, carril 9 y 18 0,05 ug de BM321). Los carriles 1 a 9 son en condiciones
reductoras y los carriles 10-18 en no reductoras.

La Fig. 3 B muestra un gel de SDS Page al 12 % tefiido con azul de Coomassie que contiene la proteina de fusién
HBV_Phlp2_4xP3 purificada (BM 322, carril 1y 10: 5 ug de marcador molecular, carril 2, 3, 11 y 12 5ug de BM322,
carril 4 y 13 2 ug de BM322, carril 5y 14 1 ug de BM322, carril 6 y 15 0,5 ug de BM322, carril 7 y 16 0,25 ug de
BM322, carril 8 y 17 0,1 ug de BM 322, carril 9 y 18 0,05 ug de BM322). Los carriles 1 a 9 son en condiciones
reductoras y los carriles 10-18 en no reductoras.

La Fig. 3 C muestra un gel de SDS Page al 12 % tefiido con azul de Coomassie que contiene la proteina de fusién
HBV_PhIp5_V2 purificada (BM 325, carril 1 y 10: 5 ug de marcador molecular, carril 2, 3, 11 y 12 5ug de BM325,
carril 4 y 13 2 ug de BM325, carril 5y 14 1 ug de BM325, carril 6 y 15 0,5 ug de BM325, carril 7 y 16 0,25 ug de
BM325, carril 8 y 17 0,1 ug de BM 325, carril 9 y 18 0,05 ug de BM325). Los carriles 1 a 9 son en condiciones
reductoras y los carriles 10-18 en no reductoras.

La Fig. 3 D muestra un gel de SDS Page al 12 % tefiido con azul de Coomassie que contiene la proteina de fusién
HBV_Phip6_4xP1 purificada (BM 326, carril 1y 10: 5 ug de marcador molecular, carril 2, 3, 11 'y 12 5ug de BM326,
carril 4 y 13 2 ug de BM326, carril 5y 14 1 ug de BM326, carril 6 y 15 0,5 ug de BM326, carril 7 y 16 0,25 ug de
BM326, carril 8 y 17 0,1 ug de BM 326, carril 9 y 18 0,05 ug de BM326). Los carriles 1 a 9 son en condiciones
reductoras y los carriles 10-18 en no reductoras.

La Fig. 4 demuestra la ausencia de reactividad con IgE de los péptidos de fusion procedentes de alérgenos del
polen de gramineas. Se evalud la union a IgE de las proteinas de fusion en comparacion con el alérgeno completo
mediante ensayo de transferencia de puntos de IgE. Se incubaron sueros del nimero indicado de pacientes
alérgicos al polen de gramineas con proteinas afiadidas por puntos y se detecto la IgE unida mediante anticuerpo
anti-lgE humana marcado con '?%I. No se detecto union de IgE para ninguna de las cuatro proteinas de fusién de
péptido-transportador, a) muestra los resultados del ensayo de transferencia por puntos usando HBV_Phip1_4XP5
(BM321); b) muestra los resultados del ensayo de transferencia por puntos usando HBV_Phip2_4xP3 (BM322); c)
muestra los resultados del ensayo de transferencia por puntos usando HBV_Phip5_V2 (BM325); d) muestra los
resultados del ensayo de transferencia por puntos usando HBV_Phip6_4xP1 (BM326).

La Fig. 5 muestra la baja actividad alergénica de la proteina de fusién derivada de alérgeno del polen de gramineas
HBV_Phip1_4xP5 (BM321) determinada mediante la expresién de CD203c en basdfilos de pacientes alérgicos. Se
incubaron PBMC de pacientes alérgicos al polen de gramineas con diluciones seriadas de Phl p 1 (barras de color
gris claro) o BM321 (barras de color gris oscuro). Se midio la induccion de CD203c como la intensidad media de
fluorescencia y los indices de estimulacion calculados se muestran en el gje y.

La Fig. 6 muestra la baja actividad alergénica de la proteina de fusién derivada de alérgeno del polen de gramineas
HBV_Phip6_4xP1 (BM326) determinada mediante la expresion de CD203c en basofilos de pacientes alérgicos. Se
incubaron PBMC de pacientes alérgicos al polen de gramineas con diluciones seriadas de Phl p 6 (barras de color
gris claro) o BM326 (barras de color gris oscuro). Se midio la induccién de CD203c como la intensidad media de
fluorescencia y los indices de estimulacion calculados se muestran en el gje y.

La Fig. 7 muestra las respuestas de IgG1 especificas para el alérgeno del polen de hierba timotea en ratones. Se
inmunizé a grupos de 4 ratones con 20 ug de proteinas de fusion (proteinas de fusién individuales y combinacion
de 4 proteinas de fusion) y 10 ug de cada uno (Phl p 1y 5) o 5 yg de cada uno (Phl p 2 y 6) del alérgeno de tipo
silvestre en las semanas 0 y 3 del estudio, seguido de una inmunizacién de refuerzo en la semana 17 del estudio.
Los antigenos se administraron por via subcutanea en la regién dorsal de los animales. Se recogi6 sangre en las
semanas 0, 3, 6, 9, 12, 17, 20 y 22 del estudio de la vena caudal de los ratones. Se recogi6 sangre en las semanas
del estudio con inmunizaciones un dia antes de la inmunizacion. Se investigaron los sueros inmunes de los ratones
respecto de la presencia de IgG1 especifica de alérgeno mediante ELISA. Los sueros preinmunes antes de la
primera inmunizacion fueron negativos en todos los animales. Se compararon las proteinas de fusion individuales
con la aplicaciéon de una mezcla de proteinas de fusion.

a) Respuesta inmunitaria contra el antigeno rPhl p 1 para HBV_Phip1_4xP5 (BM321 como componente Unico),
BM321 en una mezcla con BM322, BM325 y BM326 y ratones inmunizados con rPhl p 1.
b) Respuesta inmunitaria contra el antigeno rPhl p 2 para HBV_Phlp2_4xP3 (BM321 como componente Unico),
BM322 en una mezcla con BM321, BM325 y BM326 y ratones inmunizados con rPhl p 2.
c) Respuesta inmunitaria contra el antigeno rPhl p 5 para HBV_Phip5_V2 (BM325 como componente Unico),
BM325 en una mezcla con BM321, BM322 y BM326 y ratones inmunizados con rPhl p 5.
d) Respuesta inmunitaria contra el antigeno rPhl p 6 para HBV_Phlp6_4xP1 (BM326 como componente Unico),
BM326 en una mezcla con BM321, BM322 y BM325 y ratones inmunizados con rPhl p 6.
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La figura 8 muestra la caracterizacion molecular e inmunolégica de las proteinas de fusion recombinantes. A. SDS-
PAGE tefiido con Coomassie que muestra cuatro proteinas de fusién de PreS con péptidos derivados de Bet v1
(carril 1: 2xPA-PreS, carril 2: 2xPB-PreS, carril 3: 4xPA-PreS, carril 4: 2xPA2xPB-PreS) y el transportador PreS
(carril 5). B. Se sondaron proteinas de fusion recombinantes y PreS afadidas por puntos en nitrocelulosa con suero
anti-PreS de conejo (carril 1), suero preinmune de conejo (carril 3) y tampdn de control para anticuerpos de conejo
(carril 3) y anticuerpos monoclonales dirigidos contra péptido P2 (mAb2) (carril 4) y P4' (mAb12) (carril 5)
procedentes de Bet v 1 y tampdn de control para anticuerpos monoclonales de raton (carril 6).

La figura 9 A muestra la reactividad con IgE de rBet v 1 y de proteinas de fusién recombinantes de PreS con
péptidos derivados de Bet v 1. Se evaluaron sueros de pacientes alérgicos al polen de abedul, de controles no
alérgicos y de solo tampdn respecto de su reactividad con rBet v 1, las cuatro proteinas de fusion recombinantes
(2PA-PreS, 2PB-PreS, 4PA-PreS, 2PA2PB-PreS) y PreS sola transferidas por puntos. Se detectd IgE humana
unida con anticuerpos anti-lgE humana marcados con '?%|. Las cuentas por minuto (cpm) correspondientes a IgE
unida se miden con un contador y y se indican en el eje Y. Los diagramas de cajas muestran los resultados de 50
pacientes alérgicos al polen de abedul.

La figura 9B muestra la activacion de basofilos por rBet v1 y las cuatro proteinas de fusion de PreS medida por la
regulacion positiva de CD 203c. Se expusieron las muestras de sangre de pacientes alérgicos al polen de abedul
a concentraciones crecientes (0,001-1 yg/ml) de antigenos, anti-IgE o control de tampdn (Co). Se muestran los
resultados de un paciente representativo. Se detectd la expresion de CD 203c mediante analisis FACS y se muestra
como indice de estimulacion (IE (eje y)). Se muestran las medias de mediciones por triplicado y se indican las
desviaciones estandar.

La figura 10 muestra las respuestas linfoproliferativas y la produccion de citocinas de PBMC de pacientes alérgicos
al polen de abedul. Las PBMC de pacientes alérgicos al polen de abedul se han estimulado con cantidades
equimolares de rBet v 1, los péptidos derivados de Bet v 1 PA y PB, solo PreS y las proteinas de fusién PreS (es
decir, 2PA-PreS, 2PB-PreS, 4PA-PreS, 2PAPB-PreS). Se muestran los indices de estimulacion (IE) (ejes y).

(A) Los IE para la concentracion mas elevada (5 pg/pocillo de Bet v 1 y cantidades equimolares de los péptidos,
PreS y proteinas de fusion de PreS) de 6 pacientes alérgicos al polen de abedul se muestran como diagramas
de cajas, donde un 50 % de los valores se encuentran dentro de las cajas y los valores no anémalos se
encuentran entre las barras.

Las lineas dentro de las cajas indican los valores de la mediana.

(B) Los IE para cuatro concentraciones (1=5 pg/pocillo, 2=2,5 pg/pocillo, 3=1,25 pg/ml, 4=0,63 pg/pocillo de
rBet v1 y cantidades equimolares de los péptidos, PreS y proteinas de fusion PreS) se muestran para un
paciente representativo.

(C) Se ha medido la produccién de citocinas en los sobrenadantes de PBMC de 6 pacientes alérgicos al polen
de abedul, estimuladas con 2,5 ug/ml de rBet v1 y cantidades equimolares de los péptidos PA y PB, PreS y
cuatro proteinas de fusién. Las concentraciones observadas (pg/ml) (ejes y) después de la estimulaciéon con
antigenos se muestran en diagramas de cajas, donde un 50 % de los valores se encuentran dentro de las cajas
y los valores no andmalos se encuentran entre las barras. Las lineas dentro de las cajas indican los valores de
la mediana.

La figura 11 muestra la induccion de anticuerpos IgG especificos para rBet v 1 y alérgenos homologos de Bet v 1
tras la inmunizacién subcutanea mediante proteinas de fusion de PreS en conejos.

(A) Los conejos se han inmunizado con proteinas de fusion (2PA-PreS, 2PB-PreS, 4PA-PreS, 2PAPB-PreS) y
rBet v 1 adsorbidas en hidréxido de aluminio (alumbre) (parte superior) o adsorbidas en adyuvante completo
de Freund (CFA) (parte inferior). Se midieron las IgG de conejo especificas para rBet v 1 y se presentan los
valores medios de la densidad 6ptica (DO) para mediciones duplicadas (ejes y) para diferentes diluciones de
antisuero de conejo (ejes x).

(B1) Alineamiento de multiples secuencias de Bet v 1 y alérgenos homdlogos a Bet v 1 en aliso (Aln g 1),
avellano (Cor a 1) y manzano (Mal d 1). Los aminoacidos iguales se indican como puntos, los huecos se indican
como guiones. En el lado derecho se muestra el porcentaje de identidad de los alérgenos homologos a Bet v 1
respecto de Bet v 1. El péptido A (PA, linea discontinua) y el péptido B (PB, linea continua) procedentes de Bet
v 1 se encuentran recuadrados.

(B2) Los anticuerpos IgG de antisueros de conejo (rab a-2PA-PreS, rab a -2PB-PreS, rab a -4PA-PreS, rab a -
2PAPB-PreS) dirigidos contra rBet v 1, rAln g 1, rCor a 1 y rMal d 1 (eje x) se han medido mediante ELISA. Se
muestran las medias de mediciones duplicadas. La densidad 6ptica (DO) correspondiente a IgG especificas de
alérgeno en suero de conejo (post) se presenta en comparacion con los sueros preinmunes correspondientes
(pre) (ejes y).

(C) Los anticuerpos IgG de conejos inmunizados con rBet v 1 y proteinas de fusiéon recombinantes (2PA-PreS,
2PB-PreS, 4PA-PreS, 2PAPB-PreS) dirigidas contra seis péptidos derivados de Bet v 1 (P1'-P6') (eje x) se han
medido mediante ELISA. Se muestran las medias de los valores de densidad o6ptica (DO) para mediciones
duplicadas (eje y).

La figura 12 muestra la inhibicién del suero de conejo anti-2xPA2xPB-PreS contra IgE de pacientes alérgicos en

comparacion con suero de conejo contra rBet v 1 completo. Se determiné el porcentaje de inhibicion de la unién
de IgE a rBet v 1 (ejes y) obtenidos con sueros de conejo anti-2xPA2xPB-PreS y anti-rBet v 1 mediante ELISA de
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inhibicién y se presentan como diagramas de cajas, donde un 50 % de los valores se encuentran dentro de las
cajas y los valores no anémalos se encuentran entre las barras. Las lineas dentro de las cajas indican los valores
de la mediana. Se muestran los resultados de 21 pacientes alérgicos al polen de abedul.

La figura 13 muestra una titulacion de IgG de conejo generadas tras la inmunizacion con proteinas de fusion PreS
que contenian 2 o 4 copias de un péptido derivado de Phl p 6. Para las pruebas de inmunogenicidad, se
inmunizaron conejos (conejos New Zealand White) con las diferentes proteinas de fusién usando hidréxido de
aluminio como adyuvante. La induccién de anticuerpos especificos se monitorizd en ensayos ELISA. Los
resultados muestran que las proteinas de fusién que contienen 4 péptidos son mas inmunogénicos que las
proteinas de fusién que contienen 2 péptidos.

La figura 14 muestra la induccién de una robusta respuesta de IgG dirigida contra los alérgenos del polen de
gramineas Phl p 1 (A), Phl p2 (B), Phl p 5 (C) y Phl p 6 (D) en pacientes humanos alérgicos al polen de gramineas
después de la inmunizacion subcutanea con una formulaciéon de vacuna (BM32) que comprende una mezcla de
las 4 proteinas de fusion hipoalergénicas de SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 17.
La determinacion de IgG se llevo a cabo mediante ELISA. Se compararon los niveles de IgG antes del tratamiento
(pre) con los niveles de IgG después del tratamiento (post).

La figura 15 muestra los resultados de ensayos de proliferacion de linfocitos T llevados a cabo en linfocitos T de
individuos alérgicos al polen de gramineas tras la inmunizacién con una formulacién de vacuna que consiste en
una mezcla de las 4 proteinas de fusion hipoalergénicas de SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16 y
SEQ ID NO: 17. La reactividad de linfocitos T se reduce fuertemente o se encuentra ausente si se compara con el
polen de gramineas. El eje y de la grafica refleja el indice de estimulacion.

La figura 16 muestra que las IgG inducidas mediante la terapia con una formulacion de vacuna (BM32) que
comprende una mezcla de las 4 proteinas de fusion hipoalergénicas de SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 16 y SEQ ID NO: 17 reduce las respuestas linfoproliferativas contra los alérgenos del polen de gramineas en
PBMC humanas. (a) Configuracion experimental. (b) Resultados de los ensayos de proliferacion de linfocitos T
llevados a cabo en ausencia (+ suero antes) y presencia (+ suero después) de 1gG inducidas por el tratamiento. El
eje y de la grafica refleja el indice de estimulacion. P1-P5 indican los resultados de diferentes participantes en el
estudio.

La figura 17 muestra la configuracion de un estudio clinico llevado a cabo en 69 pacientes alérgicos al polen de
gramineas usando la formulacién de vacuna BM32 que comprende una mezcla de las 4 proteinas de fusion
hipoalergénicas de SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 17.

La Fig. 18 A muestra la secuencia primaria de la proteina de fusion HBV Der p2-2xP2-2xP4 (SEQ ID NO: 149)
La Fig. 18 B muestra la secuencia primaria de la proteina de fusion HBV Der p2-3xP2-3xP4 (SEQ ID NO: 150)
La Fig. 18 C muestra la secuencia primaria de la proteina de fusion HBV Der p23-2xP4-2xP5 (SEQ ID NO: 151)
La Fig. 18 D muestra la secuencia primaria de la proteina de fusion HBV Der p23-4xP6 (SEQ ID NO: 152)

La figura 19A muestra el cambio en los sintomas nasales inducidos por el tratamiento con 3 inyecciones
subcutaneas de la formulacién de vacuna BM32 que comprende una mezcla de las 4 proteinas de fusion
hipoalergénica de SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 17. Barras negras: antes del
tratamiento, barras grises: después del tratamiento.

La figura 19B muestra el cambio en el area media de la roncha entre la prueba del pinchazo en la piel titulada y
después del tratamiento con la formulacién de vacuna BM32. Se llevé a cabo la prueba del pinchazo en la piel
titulada usando 8 diluciones seriadas de extracto de polen de gramineas (sin diluir a 1:128).

La figura 20 muestra la unién a IgE de los péptidos derivados de Der p 2 en comparacion con el alérgeno completo
probado mediante un ensayo de transferencia por puntos de IgE. Se incubaron sueros de 26 pacientes alérgicos
al acaro del polvo doméstico con péptidos conjugados a KLH punteados y se detectd la IgE unida con anti-IgE
humana marcada con '2%I. No se detectd union de IgE para ninguno de los 5 péptidos como en el ejemplo 26.

Ejemplos:
Ejemplo 1: Construccion del plasmido de expresion para HBV_Phip1_4xP5 (BM321)

Se ensamblé el gen de BM321 sintético a partir de oligonucleoétidos sintéticos y/o productos de la PCR y se clonaron
en un vector convencional adecuado (pMK-RQkanR). El plasmido se purificé a partir de una cepa de E. coli K12
transformada (DH10B-T1R) y la concentracién se determiné mediante espectroscopia UV. La secuencia de ADN de
BM321 sintética final y con codones optimizados se cloné adicionalmente en el vector de expresion pET28b(+) usando
sitios de restriccion adecuados (sitio de Ncol en el extremo 5' y de EcoRI en el extremo 3'). EI ADN de plasmido se
purificé a partir de E. coli K12 DH10B (dam+ dcm+) transformadas y se determind la concentracion mediante
espectroscopia UV. La construccion final se verific6 mediante secuenciacion del inserto. A continuaciéon se muestra
un resumen de los datos del plasmido y un mapa del plasmido del vector de expresion final "pBM-321".

Resumen de la secuencia de BM321 clonada en el vector de expresion final pET-28b(+).

Secuencia|Alias del nombre de|Tamano del| Tamafo del| Nombre del | Sitios de
secuencia gen plasmido plasmido restriccion
BM321 HBV_Phlp1 _4xP5 882 pb 6153 pb pBM-321 Ncol / EcoRl

Ejemplo 2: Transformacion del plasmido de expresion en el hospedador de expresion para HBV_Phip1_4xP5
(BM321)
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Se transformaron células de E. coli BL21(DE3) quimicamente competentes con el plasmido de expresion mediante el
método de choque térmico. Las células transformadas se sembraron en placas de LB-agar que consistia en cloruro
de sodio al 0,5 %, peptona de soja al 1 %, extracto de levadura al 0,5 %, agar al 1,5 % y 50 yg/ml de kanamicina para
la seleccidn. Las células en las placas de LB se cultivaron mediante cultivo durante una noche a 37 °C. Se aislaron
las colonias individuales de células de E. coli (BL21 (DE3), se cultivaron en medio LB y se exploraron respecto del
crecimiento y la expresion de BM321. Se selecciond el clon con mejor rendimiento para establecer posteriormente el
banco celular maestro.

Ejemplo 3: Preparacion de un banco celular maestro para HBV_Phip1_4xP5 (BM321)

Se us6 una alicuota del clon seleccionado para la inoculacion de 150 ml de medio de cultivo (composicion: cloruro de
sodio al 0,5 %, peptona de soja al 1 %, extracto de levadura al 0,5 %, 50 pg/ml de kanamicina). El cultivo del banco
celular maestro (MCB) se incub6 a 37 °C con agitacion constante a 200 rpm hasta que el cultivo alcanzé una densidad
optica DOsgo = 1 - 2. Se afiadid glicerol para obtener una concentracion final de glicerol del 15 % v/v y se separé el
MCB en alicuotas en viales de 1 ml y se almacenaron en un congelador ultra profundo a -75 + 10 °C.

Ejemplo 4: Fermentacion discontinua alimentada de alta densidad celular de HBV_PhiIP1_4xP5 (BM321)

Se inoculé medio de cultivo sintético (100 ml, pH = 6,8, sales y oligoelementos, 10 g/l de glucosa como fuente de
carbono) con 1 ml de banco celular maestro (E. coli BL21(DE3) / pBM321) y se cultivd en un matraz de agitacion
(37 °C, 200 rpm) hasta que se alcanzé un valor diana de densidad 6ptica DO = 1. Se us6 un fermentador de acero
inoxidable de 22 | para llevar a cabo la fermentacion discontinua alimentada. Para un control automatico y reproducible
de la alimentacion, se programé una receta que permitia una velocidad de crecimiento, una velocidad de alimentacion,
una duracion de la fase discontinua y una duracion de la fase de alimentacion exponencial especificas predefinidas.
A fin de aumentar la velocidad de transferencia de oxigeno al fermentador, se controld la presion retrograda y se ajusté
a 1 bar. El fermentador se esterilizé in situ con el medio de cultivo sintético como se ha mencionado anteriormente y
se comenzo la fermentacion mediante incubacion con precultivo. Tras agotar la glucosa, se comenzé la fase de
alimentacion exponencial a fin de mantener una velocidad de crecimiento especifica de py = 0,25 h™'. Al alcanzarse una
DO =45, se indujo la expresién de BM321 recombinante mediante la adicion embolada de IPTG (concentracion final
de 0,8 mM). El cultivo se recogioé a una DOeyo = 73. El titulo de producto de BM321 obtenido de la fermentacion
discontinua alimentada fue de 1,2 g por litro de caldo de cultivo. A continuacion, se enfrié el caldo de cultivo hasta <
20 °C y se centrifugd a 7.000 rpm (5.500 g) a 4 °C durante 15 min. Se separo en alicuotas la biomasa celular hUumeda
y se almacené a -75 °C.

Ejemplo 5: Disrupcién celular y aclarado

Para la disrupcion celular, se descongelaron 748 gramos de biomasa del ejemplo 6 y se subdividieron en alicuotas de
125 gramos y se resuspendieron en un tampoén de homogeneizacion (Tris 20 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 al 0,1 %,
pH 11,0) con agitacion mecanica a temperatura ambiente durante 30 min. Para la disrupcién celular, se aplicd un
procedimientos de congelacién-descongelacion congelando a -75 °C y descongelando posteriormente, seguido de
homogeneizacién mecanica. Se ajusto el pH del homogeneizado a pH = 10,0. Se sometié al homogeneizado celular
en bruto a una etapa de centrifugacion a 7.000 rpm (5.500 g) a 4 °C durante 30 min. Se sometieron los sobrenadantes
a precipitacion con PEI (polietilenimina) con agitacion mecanica. La materia no soluble se separé mediante una etapa
de centrifugacion posterior. Los sobrenadantes aclarados se sometieron a la etapa de cromatografia posterior.

Ejemplo 6: Purificacion por cromatografia de HBV_Phip1_4xP5 (BM321)

Se cargaron un total de 1840 ml del sobrenadante de precipitacién con PEI de la etapa de clarificacion como se
describe en el ejemplo 7 en una columna Q-Sepharose FF de 5 x 30 cm y se equilibré con tampén A (Tris-HCI, EDTA).
El material no unido se retird6 mediante lavado con tampdén A, seguido de un lavado con tampédn C (fosfato de sodio 1,
EDTA, pH 7,0). Se logro la elucién de la fraccion de producto mediante una elucion de gradiente lineal con tampoén E
para BM32 al 0-100 % (fosfato de sodio, EDTA, NaCl, pH 7,0) en tampén C de BM32. La seleccion de fracciones que
contienen producto para su agrupamiento se llevé a cabo mediante analisis de SDS-PAGE, mediante la evaluacion
densitométrica de la pureza de la fraccion y mediante la intensidad de la banda de producto.

Las fracciones agrupadas de la etapa de captura se ajustaron a una conductividad de 115 mS/cm mediante la adicion
de cloruro de sodio 2,5 M y esta alimentacion se cargd en una columna de Fenil Sepharose HP equilibrada con tampdn
D (fosfato de sodio, EDTA, NaCl, pH 7,0). Se retiré el material no unido mediante lavado con tampén D. La elucion de
la fraccion de producto se logré mediante una elucién de gradiente de tampon C al 40-100 % (fosfato de sodio, EDTA,
pH 7,0) en tampoén D. La selecciéon de fracciones que contienen producto para su agrupamiento se llevé a cabo
mediante analisis de SDS-PAGE, mediante la evaluacion densitométrica de la pureza de la fraccion y mediante la
intensidad de la banda de producto.

Las fracciones agrupadas de la etapa intermedia se ajustaron hasta una conductividad de 80 mS/cm mediante la
adicion de cloruro de sodio 2,5 M y se cargo esta alimentacion en una columna Toyopearl Butilo 650-S equilibrada con
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una mezcla de tampon F (fosfato de sodio, EDTA, NaCl, pH 7,0). El material no unido se retir6 mediante un lavado de
gradiente con tampon F de BM32 al 80-0 % en tampén C (fosfato de sodio, EDTA, pH 7,0). La elucion de la fraccion
se logré mediante una elucidon de gradiente de tampdn G al 0-1 (fosfato de sodio, EDTA, isopropanol, pH 7,0) en
tampon C. La seleccion de fracciones que contienen producto para su agrupamiento se llevo a cabo mediante analisis
de SDS-PAGE, mediante la evaluaciéon densitométrica de la pureza de la fraccion y mediante la intensidad de la banda
de producto.

Ejemplo 7: Produccién de HBV_Phip2_4xP3 (BM322), HBV_Phip5_V2 (BM325) y HBV_Phip6_4xP1 (BM326):

Para la expresion y produccién de las moléculas recombinantes de acuerdo con la invencidon, a saber,
HBV_Phip2_4xP3 (BM322), HBV_Phip5 V2 (BM325) y HBV_Phip6_4xP1 (BM326), se aplicaron los mismos
procedimientos a los descritos en el ejemplo 1, el ejemplo 2, el ejemplo 3, el ejemplo 4, el ejemplo 5y el ejemplo 6 u
otros comparables.

Ejemplo 8: Preparacion de una formulaciéon inyectable que consiste en una mezcla de HBV_PhiIP1_4xP5
(BM321), HBV_PhIP2_4xP3 (BM322), HBV_PhIP5_V2 (BM325), y HBV_PhIP6_4xP1 (BM326)

Se disolvié cada una de las proteinas recombinantes purificadas en un tampon isoténico que contenia cloruro de sodio
al 0,9 % y fosfato de sodio 2 MM y se afadié a cada solucion de proteina una cantidad adecuada de hidréxido de
aluminio. Se prepard una mezcla que contenia partes iguales de las cuatro suspensiones resultantes y se separ6 en
alicuotas en condiciones estériles en viales sellados. La formulacién inyectable obtenida mediante este procedimiento
contenia 0,4 mg/ml de cada uno de HBV_PhIP1_4xP5, HBV_PhIP2_4xP3, HBV_PhIP5_V2 y HBV_PhIP6_4xP1.

Ejemplo 9: Preparacion de HBV_Betv1_4xPA marcado con his

Se sintetiz6 el gen que codifica las proteinas de fusién que consisten en PreS fusionada con péptido PA procedente
de Bet v 1 dos veces en los extremos N y C-terminales (es decir, 4PA-PreS) por ATG:biosynthetics, Merzhausen,
Alemania y se insertdé en los sitios de Ndel/Xhol del vector pET-17b (Novagen, Alemania). Se confirmaron las
secuencias de ADN mediante secuenciacion automatizada de ambas hebras de ADN (Microsynth, Balgach, Suiza).

La proteina de fusion se expreso en la cepa BL21 de E. coli (DE3; Stratagene, La Jolla, CA). Las células se cultivaron
en medio Luria-Bertani que contenia 50 pg/ml de kanamicina hasta una DO de 0,6. La expresién de proteina se indujo
afnadiendo isopropil-B-D-tiogalactopiranésido hasta una concentracion final de 1 mmol/l durante una noche a 37 °C.
Las células se recogieron por centrifugacion a 3500 rpm durante 10 minutos. El producto de proteina se detecto
principalmente en la fraccién de cuerpos de inclusion. Se solubilizé en GuHCI 6M, NaH2P0O4 100 mM, Tris 10 mM, pH
8,0 durante una noche. El homogeneizado se centrifugd a 14.000 g durante 18 minutos. Los sobrenadantes se
incubaron con 2 ml de una resina de Ni-NTA previamente equilibrada durante 4 horas (Qiagen, Hilden, Alemania) y
posteriormente, se cargaron las suspensiones en una columna, se lavaron con 2 voliumenes de columna de tampoén
de lavado (8 mol/l de urea, 100 mmol/l de NaH2PO4 y 10 mmol/l de Tris-HCI [pH = 6,1]) y se eluyeron con el mismo
tampon (pH 3,5). La proteina purificada se dializé contra agua.

La pureza de las proteinas recombinantes se analiz6 mediante SDS-PAGE tefiida con Coomassie (12,5 %) en
condiciones reductoras.

Se confirmé la identidad de la proteina de fusién mediante transferencia por puntos usando anticuerpos monoclonales,
especificos para los péptidos P2' (mAb2) y P4' (mAb12) derivados de Bet v 1 y anticuerpos de conejo especificos para
PreS, asi como las IgG preinmunes de conejo correspondientes. Se inmovilizaron sobre nitrocelulosa un ug de las
proteinas de fusién de PreS, PreS y HSA (control) y se incubaron con sueros monoclonales, asi como de conejo
diluidos a 1:1000 a 4 °C. Los anticuerpos unidos se detectaron con anti-IgG de ratén procedente de conejo marcada
con yodo "% (mAb2, mAb12) o anti-IgG de conejo procedente de cabra marcada con 2% (anti-PreS procedente de
conejo, preinmune de conejo) (Perkin-Elmer, Waltham, Massachusetts) diluido a 1:500 durante 2 horas y se visualizé
mediante autorradiografia. Ademas, se recubrieron placas de ELISA (Maxisorp, Nunc, Dinamarca) con 2 ug de
proteina de fusion PreS y PreS, diluidas en tampoén carbonato 0,1 mol/l, pH 9,6, se lavaron con PBS que contenia un
0,05 % vol/vol de Tween 20 (PBST) 3 veces y se bloquearon durante 2 horas con BSA-PBST al 1 %. Posteriormente,
se incubaron las placas con mAb2, mAb12, suero de conejo anti-PreS y anticuerpos de conejo anti-Bet v 1 en una
dilucion de 1:5000 (tampodn de dilucion: BSA al PBST al 0,5 % p/v) durante una noche a 4 °C. Tras lavar 5 veces, se
detectaron los anticuerpos unidos con un anticuerpo de oveja anti-ratdbn marcado con HRP (para mAb2, mAb12) o
anticuerpo de burro anti-conejo marcado con HRP (suero de conejo) (ambos de GE Healthcare, Uppsala, Suecia) y
se reveld la reaccion de color.

Ejemplo 10: Preparacion de HBV_Betv1_2xPA2xPB (BM31) marcado con his
Se sintetizaron los genes que codifican la proteina de fusién que consiste en PreS fusionada dos veces con péptidos
derivados de Bet v 1 en los extremos N y C-terminales (2xPA2xPB-PreS) por GenScript, Piscataway, NJ, EE. UU.,

2PAPB-Pres) y se insertaron en los sitios de Ndel/Xhol del vector pET-17b (Novagen, Alemania). Se confirmaron las
secuencias de ADN mediante secuenciacion automatizada de ambas hebras de ADN (Microsynth, Suiza).
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Las proteinas de fusion de PreS recombinantes se expresaron en la cepa BL21 de E. coli (DE3; Stratagene, CA). Las
células se cultivaron en medio Luria-Bertani que contenia 50 ug/ml de kanamicina hasta una DO de 0,6. La expresion
de proteina se indujo afiadiendo isopropil-3-D-tiogalactopirandsido hasta una concentracion final de 1 mmol/l durante
una noche a 37 °C. Las células se recogieron por centrifugacion a 3500 rpm durante 10 minutos. Las proteinas se
detectaron principalmente en la fraccién de cuerpos de inclusion. La proteina resultante se solubilizé6 en GuHCI 6M,
NaH2PO4 100 mM, Tris 10 mM, pH 8,0 durante una noche. El homogeneizado se centrifugd a 14.000 g durante 18
minutos. Los sobrenadantes se incubaron con 2 ml de una resina de Ni-NTA previamente equilibrada durante 4 horas
(Qiagen, Hilden, Alemania) y posteriormente, se cargaron las suspensiones en una columna, se lavaron con 2
volumenes de columna de tampon de lavado (8 mol/l de urea, 100 mmol/l de NaH2PO4 y 10 mmol/l de Tris-HCI [pH =
6,1]) y se eluyeron con el mismo tampon (pH 3,5). La proteina se dializé contra NaH2PO4 10 mM.

La pureza de las proteinas recombinantes se analiz6 mediante SDS-PAGE tefiida con Coomassie (12,5 %) en
condiciones reductoras. Se confirmo la identidad de las proteinas de fusion mediante transferencia por puntos usando
anticuerpos monoclonales, especificos para los péptidos P2' (mAb2) y P4' (mAb12) derivados de Bet v 1 y anticuerpos
de conejo especificos para PreS, asi como las IgG preinmunes de conejo correspondientes. Se inmovilizaron sobre
nitrocelulosa un pg de las proteinas de fusién de PreS, PreS y HSA (control) y se incubaron con sueros monoclonales,
asi como de conejo diluidos a 1:1000 a 4 °C. Los anticuerpos unidos se detectaron con anti-lgG de ratdn procedente
de conejo marcada con yodo 125 (mAb2, mAb12) o anti-lgG de conejo procedente de cabra marcada con 125l (anti-
PreS procedente de conejo, preinmune de conejo) (Perkin-Elmer, Waltham, Massachusetts) diluido a 1:500 durante 2
horas y se visualizé mediante autorradiografia. Ademas, se recubrieron placas de ELISA (Maxisorp, Nunc, Rosklide,
Dinamarca) con 2 ug de proteina de fusion PreS y PreS, diluidas en tampon carbonato 0,1 mol/l, pH 9,6, se lavaron
con PBS que contenia un 0,05 % vol/vol de Tween 20 (PBST) 3 veces y se bloquearon durante 2 horas con BSA-
PBST al 1 %. Posteriormente, se incubaron las placas con mAb2, mAb12, suero de conejo anti-PreS y anticuerpos de
conejo anti-Bet v 1 en una diluciéon de 1:5000 (tampdn de dilucion: BSA al PBST al 0,5 % p/v) durante una noche a
4 °C. Tras lavar 5 veces, se detectaron los anticuerpos unidos con un anticuerpo de oveja anti-ratbn marcado con HRP
(para mAb2, mAb12) o anticuerpo de burro anti-conejo marcado con HRP (suero de conejo) (ambos de GE Healthcare,
Uppsala, Suecia) y se reveld la reaccion de color.

Ejemplo 11: Deteccion de reactividad con IgE de Ila proteina de fusion HBV_Phlipl_4xP5 (BM321)

Se evalué la unién a IgE en comparacion con el alérgeno completo mediante ensayo de transferencia de puntos de
IgE. Se incubaron sueros de pacientes alérgicos al polen de gramineas con proteinas transferidas por puntos y se
detect6 la IgE unida mediante anticuerpo anti-IgE humana marcado con 'I. No se detectd unién a IgE para
HBV_Phlp1_4xP5 (BM321), como se muestra en la Fig. 4A.

Ejemplo 12: Deteccion de reactividad con IgE de la proteina de fusion HBV_Phip2_4xP3 (BM322)

Se evalué la unién a IgE en comparacion con el alérgeno completo mediante ensayo de transferencia de puntos de
IgE. Se incubaron sueros de pacientes alérgicos al polen de gramineas con proteinas transferidas por puntos y se
detecto la IgE unida mediante anticuerpo anti-IgE humana marcado con 'I. No se detectd unién a IgE para
HBV_Phlp2_4xP3 (BM321), como se muestra en la Fig. 4B.

Ejemplo 13: Deteccion de reactividad con IgE de la proteina de fusion HBV_Phip5_V2 (BM325)

Se evalué la unién a IgE en comparacion con el alérgeno completo mediante ensayo de transferencia de puntos de
IgE. Se incubaron sueros de pacientes alérgicos al polen de gramineas con proteinas transferidas por puntos y se
detect6 la IgE unida mediante anticuerpo anti-IgE humana marcado con 'I. No se detectd unién a IgE para
HBV_PhIp5_V2 (BM325), como se muestra en la Fig. 4C.

Ejemplo 14: Deteccion de reactividad con IgE de la proteina de fusion HBV_Phip6_4xP1 (BM326)

Se evalué la unién a IgE en comparacion con el alérgeno completo mediante ensayo de transferencia de puntos de
IgE. Se incubaron sueros de pacientes alérgicos al polen de gramineas con proteinas transferidas por puntos y se
detect6 la IgE unida mediante anticuerpo anti-IgE humana marcado con 'I. No se detectd unién a IgE para
HBV_Phlp1_4xP1 (BM326), como se muestra en la Fig. 4D.

Ejemplo 15: Deteccion de reactividad con IgE de Ilas proteinas de fusion HBV_etV1_4xPA y
HBV_Betv1_2xPA2xPB (BM31)

Se evalué la unién a IgE en comparacion con el alérgeno completo mediante ensayo de transferencia de puntos de
IgE. Se incubaron sueros de pacientes alérgicos al polen de gramineas con proteinas transferidas por puntos y se
detect6 la IgE unida mediante anticuerpo anti-IgE humana marcado con '?l. No se detect6 union de IgE para ambas
proteinas de fusion, como se muestra en la Fig. 5.

Ejemplo 16: Los anticuerpos de conejo anti-r89P5 bloquean la union de las IgE del paciente a rPhl p 1
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Para determinar la capacidad de la Ig de conejo inducida por péptido para inhibir la unién de los anticuerpos IgE de
pacientes alérgicos a rPhl p 1, Se recubrieron placas de ELISA con 1 pyg/ml de rPhl p 1, se lavaron y se bloquearon.
Las placas se preincubaron con anticuerpo de conejo anti-péptido (HBV_Phip1_4xP5, KLHP5) diluido a 1:100, un
anticuerpo de conejo anti-rPhl p 1y, para fines de control, con los sueros preinmunes correspondientes. Después del
lavado, se incubaron las placas con suero humano procedentes de pacientes alérgicos a Phl p 1 (diluido a 1:3) y la
IgE unida se detectd con anticuerpo de raton anti-IgE humana (Pharmigen, 1:1000) y después con anticuerpo de oveja
anti-lgG de ratén acoplado a POX (Amersham Bioscience) a 1:2000. Se calcul6 del siguiente modo el porcentaje de
inhibicion de la union de IgE mediante preincubacién con el antisuero anti-péptido del siguiente modo: 100-DOi/DOp x
100.

DO; y DOp representan las extinciones tras la preincubacion con el suero inmune y preinmune de conejo,
respectivamente. La tabla 1 muestra la capacidad de los anticuerpos anti-péptido Phl p 1 para inhibir la unién de las
IgE de 13 pacientes alérgicos a rPhl p 1 completo. Los sueros anti-proteina de fusién bloquearon la union de las IgE
en la misma medida que el suero contra rPhl p 1 y KLHP5. La tabla 2 muestra la inhibicion (en %) de los 13 pacientes.

Tabla 1: % de inhibicién de la unién de las IgE de 13 pacientes a rPhl p 1 tras la incubacion de anticuerpo de conejo
anti-rPhl p 1, anti-HBV_Phlp1_4xP5 y antisueros anti-KLHP5

% de inhibicion
paciente rPhip 1 HBV_PhiIp1_4xP5 KLHP5
1 83,63 86,11 85,17
2 88,74 95,69 93,85
3 95,66 96,80 98,42
4 97,43 97,72 96,29
5 92,77 90,84 88,45
6 93,56 91,93 90,07
7 95,00 94,56 96,84
8 85,25 89,10 90,05
9 97,07 104,72 93,73
10 91,55 103,02 95,47
11 98,85 102,43 100,49
12 94,01 92,12 93,91
13 87,75 59,62 42,98
Media 92,41 92,59 89,67

Ejemplo 17: Los anticuerpos de conejo anti-HBV_Phip2_4xP3 bloquean la union de las IgE del paciente a rPhl
p2

Para determinar la capacidad de la Ig de conejo inducida por péptido para inhibir la unién de los anticuerpos IgE de
pacientes alérgicos a rPhl p 2, Se recubrieron placas de ELISA con 1 pyg/ml de rPhl p 2, se lavaron y se bloquearon.
Las placas se preincubaron con anticuerpo de conejo anti-péptido (HBV_Phip2_4xP3, KLHP3) diluido a 1:100, un
anticuerpo de conejo anti-rPhl p 2 y, para fines de control, con los sueros preinmunes correspondientes. Después del
lavado, se incubaron las placas con suero humano procedentes de pacientes alérgicos a Phl p 2 (diluido a 1:3) y la
IgE unida se detectd con anticuerpo de raton anti-IgE humana (Pharmigen, 1:1000) y después con anticuerpo de oveja
anti-lgG de ratén acoplado a POX (Amersham Bioscience) a 1:2000. Se calcul6 del siguiente modo el porcentaje de
inhibicion de la union de IgE mediante preincubacién con el antisuero anti-péptido del siguiente modo: 100-DOi/DOp x
100.

DO; y DOp representan las extinciones tras la preincubacion con el suero inmune y preinmune de conejo,
respectivamente. La tabla 2 muestra la capacidad de los anticuerpos anti-péptido Phl p 2 para inhibir la unién de las
IgE de 19 pacientes alérgicos a rPhl p 2 completo. Los sueros anti-proteina de fusién bloquearon la union de las IgE
en la misma medida que el suero contra rPhl p 2 y KLHP3. La tabla 2 muestra la inhibicion (en %) de los 19 pacientes.

Tabla 2: % de inhibicion de la unién de las IgE de 19 pacientes a rPhl p 2 tras la incubacion de anticuerpo de conejo
anti-rPhl p 1, anti-HBV_Phlp2_4xP3 y antisueros anti-KLHP3

% de inhibicion
paciente rPhilp 2 HBV _Phip2_4xP3 KLHP3
1 98,24 81,36
2 97,50 83,90
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3 96,46 98,57 90,58
4 98,31 86,77
5 96,46 81,17
6 99,43 72,45
9 91,25 91,38 90,44
8 95,78 54,49
9 98,60 87,55
10 95,45 82,68
11 91,36 96,70 78,21
12 98,47 90,21
13 97,67 93,20
14 96,57 85,64
15 97,00 91,35
16 93,73 98,06 83,62
17 95,55 76,27
18 95,91 86,49
19 95,90 83,99
Media 93,20 97,19 83,18

Ejemplo 18: Los anticuerpos de conejo anti-HBV_PhIp5_V2 bloquean la unién de las IgE del paciente a rPhl p
5

Para determinar la capacidad de la Ig de conejo inducida por péptido para inhibir la unién de los anticuerpos IgE de
pacientes alérgicos a rPhl p 5, Se recubrieron placas de ELISA con 1 pyg/ml de rPhl p 5, se lavaron y se bloquearon.
Las placas se preincubaron con anticuerpo de conejo anti-péptido (HBV_Phip2_V2) diluido a 1:100, un anticuerpo de
conejo anti-rPhl p 5 y, para fines de control, con los sueros preinmunes correspondientes. Después del lavado, se
incubaron las placas con suero humano procedentes de pacientes alérgicos a Phl p 5 (diluido a 1:3) y la IgE unida se
detectd con anticuerpo de raton anti-IgE humana (Pharmigen, 1:1000) y después con anticuerpo de oveja anti-IgG de
raton acoplado a POX (Amersham Bioscience) a 1:2000. Se calcul6 del siguiente modo el porcentaje de inhibicion de
la unién de IgE mediante preincubacién con el antisuero anti-péptido del siguiente modo: 100-DOy/DOp x 100.

DO; y DOp representan las extinciones tras la preincubacion con el suero inmune y preinmune de conejo,
respectivamente. La tabla 3 muestra la capacidad de los anticuerpos anti-péptido Phl p 5 para inhibir la unién de las
IgE de 16 pacientes alérgicos a rPhl p 5 completo. Los sueros anti-proteina de fusién bloquearon la union de las IgE
en la misma medida que el suero contra rPhl p 5 y mejor que la mezcla de péptido KLH. La tabla 3 muestra la inhibicion
(en %) de los 16 pacientes.

Tabla 3: % de inhibicion de la unién de las IgE de 13 pacientes a rPhl p 5 tras la incubacion de anticuerpo de conejo
anti-rPhl p 1, anti-HBV_Phlp5 V2 y antisueros anti-mezcla de péptido de KLH

% de inhibicion
paciente rPhlp 5 HBV_Phip5_V2 Mezcla de HLKP
1 99,00 96,69 91,74
2 94,57 94,15 68,42
3 98,98 95,88 85,74
4 97,39 88,38 80,23
5 98,95 93,74 62,33
6 98,52 93,36 78,82
9 97,22 91,35 79,94
8 96,02 89,70 80,14
9 97,09 88,48 61,11
10 99,30 84,03 92,92
11 99,50 94,09 86,46
12 95,45 88,97 81,31
13 96,22 93,34 60,87
14 90,86 94,80 83,02
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15 98,45 94,15 83,60
16 94,68 92,46 91,77
Media 97,01 92,10 79,28

Ejemplo 19: Los anticuerpos de conejo anti-HBV_Phip6_4xP1 bloquean Ila union de las IgE del paciente a rPhl
p6

Para determinar la capacidad de la Ig de conejo inducida por péptido para inhibir la unién de los anticuerpos IgE de
pacientes alérgicos a rPhl p 6, Se recubrieron placas de ELISA con 1 uyg/ml de rPhl p 6, se lavaron y se bloquearon.
Las placas se preincubaron con anticuerpo de conejo anti-péptido (HBV_Phip6_4xP1, KLHP1) diluido, un anticuerpo
de conejo anti-rPhl p 6 y, para fines de control, con los sueros preinmunes correspondientes. Después del lavado, se
incubaron las placas con suero humano procedentes de pacientes alérgicos a Phl p 6 (diluido a 1:3) y la IgE unida se
detectd con anticuerpo de raton anti-IgE humana (Pharmigen, 1:1000) y después con anticuerpo de oveja anti-IgG de
raton acoplado a POX (Amersham Bioscience) a 1:2000. Se calcul6 del siguiente modo el porcentaje de inhibicion de
la union de IgE mediante preincubacion con el antisuero anti-péptido del siguiente modo: 100-DO/DOp x 100. DO; y
DOg representan las extinciones tras la preincubacion con el suero inmune y preinmune de conejo, respectivamente.
La tabla 4 muestra la capacidad de los anticuerpos anti-péptido Phl p 6 para inhibir la unién de las IgE de 21 pacientes
alérgicos a rPhl p 6 completo. Los sueros anti-proteina de fusion bloquearon la union de las IgE en la misma medida
que el suero contra rPhl p 6 y KLHP1. La tabla 4 muestra la inhibicion (en %) de los 21 pacientes.

Tabla 4: % de inhibicién de la unién de las IgE de 21 pacientes a rPhl p 6 tras la incubacion de anticuerpo de conejo
anti-rPhl p 6, anti-HBV_Phlp6_4xP1 y antisueros anti-KLHP1

% de inhibicién
paciente rPhilp 6 HBV_PhiIp6_4xP1 KLHP1
1 96,52 95,96 95,64
2 88,26 91,20 88,06
3 95,07 95,39 94,10
4 82,77 83,74 81,98
5 96,71 96,35 95,20
6 95,46 93,38 92,83
7 90,52 88,07 86,06
8 86,69 85,14 83,08
9 89,09 91,56 89,00
10 97,05 96,48 97,42
11 86,97 89,19 84,95
12 37,22 49,14 44,90
13 75,97 79,19 75,85
14 91,05 92,13 87,93
15 89,01 88,25 85,82
16 92,46 91,82 91,30
17 78,99 84,13 77,93
18 47,25 67,02 67,825
19 93,84 86,62 79,841
20 58,42 56,69 71,388
21 39,92 56,69 67,797
Media 81,39 83,36 82,81
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Ejemplo 20: Reactividad con IgE de las proteinas de fusion de PreS determinada mediante transferencia por
puntos y ELISA

Se probd la reactividad con IgE de las proteinas de fusién recombinantes de rBet v 1, 4xPA-PreS y 2xPA2xPB-PreS
mediante ensayos de transferencias por puntos no desnaturalizantes basados en RAST. Se transfirieron por puntos
dos pg de las proteinas purificadas y con fines de control, HSA sobre tiras de membrana de nitrocelulosa (Schleicher
& Schuell, Dassel, Alemania).

Las tiras de nitrocelulosa se bloquearon en tampén A (Vrtala, J Clin Invest, 1997) y se incubaron con sueros de
pacientes alérgicos al polen de abedul (n=50), sueros de personas no alérgicas (n=3) diluidos a 1:10, control de tampdn
y control positivo (antisuero de conejo anti-rBet v 1 diluido a 1:1000). Los anticuerpos IgE unidos se detectaron con
anticuerpos anti-lgE humana marcados con 2%l (BSM Diagnostica, Viena, Austria), anticuerpos de conejo unidos con
un antisuero de cabra anti-conejo marcado con '?°| (Perkin-Elmer) y se visualizaron mediante autorradiografia (Valenta
et al., 1992). Adicionalmente, las placas de ELISA se recubrieron con rBet v 1 y las proteinas de fusion de PreS
purificadas (5 pug/ml). Tras lavar y bloquear como se ha descrito anteriormente, las placas se incubaron con sueros de
pacientes alérgicos al polen de abedul (n=21) y tres sueros de control no alérgico diluidos a 1:5. La IgE unida se
detecté mediante anticuerpo de raton anti-IgE humana purificado (BD Pharmigen) diluido a 1:1000 durante una noche
y se visualizd con anticuerpo de oveja anti-IgG de raton marcado con HRP (GE Healthcare) diluido a 1:2000. Después
del lavado, se determind la reaccion de color como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 21: Regulacion positiva inducida por alérgeno de CD203c de basoéfilos de pacientes alérgicos

Se obtuvieron muestras de sangre heparinizadas de pacientes alérgicos al abedul tras otorgar consentimiento
informado y se incubaron con concentraciones crecientes de rBet v 1, 4PA-PreS, 2PAPB-PreS en el intervalo de 0,001
a 1 mg/ml, un anticuerpo monoclonal anti-IgE (Immunotech, Marsella, Francia) como control positivo o PBS (control
negativo) durante 15 min (37 °C). La expresion de CD 203c se determiné como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 22: Respuestas linfoproliferativas e induccion de citocinas en PBMC de pacientes alérgicos al polen
de abedul

Se aislaron PBMC de pacientes alérgicos al polen de abedul (n=6) mediante centrifugacion de gradiente de densidad
de Ficoll (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia). Posteriormente, se resuspendieron las PBMC en medio AIM V
(Life Technologies, Grand Island, NY) hasta una concentracion final de 2 x 10° células/pocillo y se estimularon con
dosis decrecientes de antigeno (cantidades equimolares de 5 pg/pocillo de rBet v 1, PA, PB, PreS, 2PA-PreS, 2PB-
PreS, 4PA-PreS, 2PAPB-PreS), con medio solo (control negativo) o con IL-2 (4 IE/pocillo) (control positivo). Después
de 6 dias, se midieron las respuestas proliferativas mediante incorporacion de [*H] timidina y se expresaron como
indices de estimulacion (IE).

Ademas, la produccién de 17 citocinas diferentes (es decir, IL-13, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13,
IL-17, IFN-y, TNF-a, G-CSF, GM-CSF, MIP-18, MCP-1) se midio6 tras 6 dias de estimulacién con el panel de 17 canales
de citocinas humanas Bio-plex Pro (Bio-Rad Laboratories) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En
resumen, se mezclaron los sobrenadantes no diluidos con anticuerpos monoclonales de ratén anti-
citocinas/quimiocinas acoplados a diferentes perlas como anticuerpos de captura (Bio-Rad). Se us6 una curva patrén
de 8 puntos para lograr una baja sensibilidad final. Después del lavado, se afiadio anticuerpo de deteccion biotinilado
anti-citocinas. La reaccion se visualizd afadiendo ficoeritrina (PE) marcada con estreptavidina y tampén de ensayo.
Las muestras se analizaron en un instrumento Luminex 100 (Biosource, Nivelles, Bélgica) y se recogieron los datos
usando el programa informatico Bio-Plex Manager 6.0. Todas las muestras se analizaron en un ciclo. Los resultados
se muestran en la Fig. 10.

Ejemplo 23: Analisis de sueros de conejo inmunizados con rBet v 1 y proteinas de fusion de PreS respecto de
su reconocimiento de alérgenos homoélogos de rBet v E Bet v 1 y péptidos derivados de Bet v 1 mediante
ELISA

Se recubrieron placas de ELISA (Maxisorp, Nunc) con 1 ug/ml de rBet v 1 o de alérgenos homologos de aliso (rAln g
1), avellano (rCor a 1), manzano (rMal d 1) y adicionalmente con varios péptidos derivados de Bet v 1 a una
concentracion de 1 pg/ml durante una noche a 4 °C. Tras lavar y bloquear como se ha descrito anteriormente, los
sueros de conejos inmunizados con rBet v 1 y las proteinas de fusion de PreS conjugadas a alumbre o CFA, se
incubaron en diluciones seriadas de 1:2 en el intervalo de 1:500 a 1: 1 280 000 y en una concentracion de 1:1000. La
IgG de conejo unida se detectd con anticuerpos de burro anti-conejo marcados con HRP (GE Healthcare) y la reaccion
de color como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 24: Inhibicién de la unién de IgE de pacientes alérgicos a rBet v 1
Se us6 un ELISA de inhibicion para estudiar la inhibicion de la unién de IgE de pacientes alérgicos al polen de abedul

a rBet v 1. Se recubrieron placas de ELISA con rBet v 1 a una concentracion de 1 yg/ml a 4 °C durante una noche.
Tras lavar y bloquear las placas, se preincubaron con sueros de conejo dirigidos contra la proteina de fusion de PreS,
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2PAPB-PreS y suero de conejo anti-Bet v 1 en una dilucién de 1:80 y 1:160 en comparacién con suero preinmune de
conejo durante una noche a 4 °C. Tras una etapa de lavado adicional, se afiadieron sueros de pacientes alérgicos al
polen de abedul diluidos a 1:5 durante una noche a 4 °C y se detectaron las IgE humanas unidas con un anticuerpo
monoclonal de ratén anti-lgE humana conjugado a fosfatasa alcalina diluido a 1:1000 (BD Pharmigen). El porcentaje
de inhibiciéon de la unién de IgE a rBet v 1 tras la preincubacion con antisueros de conejo contra 2PAPB-PreS y
anticuerpos de conejo contra Bet v 1 se calcul6 del siguiente modo: porcentaje de inhibicion = 100 - (DO' x 100/ DOP).
DOP y DO' representan las extinciones tras la preincubacion con IgG especifica de conejo (DO') o sueros preinmunes
(DOP), respectivamente. (Fig. 12)

Ejemplo 25: Uso de una formulacion de vacuna que comprende una mezcla de 4 proteinas de fusion
hipoalergénicas para el tratamiento de la alergia al polen de gramineas en individuos humanos alérgicos al
polen de gramineas

Se prepard una formulacion inyectable de proteinas de fusion hipoalergénicas de SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15,
SEQID NO: 16 y SEQ ID NO: 17 con hidroxido de aluminio, como se ha descrito en el ejemplo 8. Durante el transcurso
de un estudio clinico, se administré la vacuna 3 veces por via subcutanea a 69 sujetos humanos alérgicos al polen de
gramineas. (Fig. 17)

La vacunacion con la formulacién de vacuna ocasion6 una robusta respuesta inmunitaria de 1gG. La induccién de IgG
especificas para el alérgeno tras la inyeccion s.c. de los 3 niveles de dosis diferentes de la vacuna y placebo se
determin6 mediante ELISA en los sueros recogidos de los participantes en el estudio antes y después del tratamiento
con 3 inyecciones s.c. de la formulacion de vacuna. (Fig. 14).

Para este fin, las placas de ELISA (Nunc Maxisorp, Roskilde, Dinamarca) se recubrieron con 5 pg/ml de los antigenos
Phlp 1, Phlp 2, Phl p 5y Phl p 6 o albumina sérica humana (HSA) como control durante una noche a 4 °C. Tras lavar
con PBS que contenia Tween 20 al 0,5 % (PT) y bloquear con BSA en PT al 2 % p/v, se incubaron las placas con
sueros de pacientes diluidos de 1:10 a 1:100, suero de un individuo no atépico o solo tampén en triplicados durante
una noche a 4 °C. Los anticuerpos IgE unidos se detectaron con anticuerpos anti-IgE humana acoplados a HRP
diluidos en PT, BSA al 0,5 %. El revelado del color se llevo a cabo mediante la adicién de soluciones de tincion ABTS
(acido 2,2'-Azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfénico) sal de diamonio; Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, EE. UU.)
(100 pl/pocillo). La densidad o6ptica se midid6 usando un lector de ELISA a 405 nm. Los resultados de las
determinaciones de IgG se muestran en la figura 14.

La vacuna no provocd ninguna reactividad de linfocitos T relevante contra las proteinas de fusién hipoalergénicas
presentes en la formulacién de vacuna como se determind mediante un ensayo de proliferacion de linfocitos T in vitro
(Fig. 15), demostrando de este modo la ausencia de reactividad con linfocitos T de las proteinas de fusion
hipoalergénicas.

Se llevaron a cabo ensayos de proliferacion de linfocitos T usando el siguiente procedimiento: Se aislaron células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de muestras de sangre heparinizadas de los pacientes alérgicos al polen
de gramineas mediante centrifugacion de gradiente de densidad de Ficoll (Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfont, R. U.). Después, se cultivaron las PBMC (2x10°%) por triplicado en placas de 96 pocillos (Nunclone; Nalge
Nunc International, Roskilde, Dinamarca) en 200 pl de medio de cultivo Ultra asérico (BioWhittaker, Rockland, ME)
complementado con L-glutamina 2 mM (SIGMA, St. Louis, MO), b-mercaptoetanol 50 yM (SIGMA) y 0,1 mg de
gentamicina por ml (SIGMA) a 37 °C y CO2 al 5 % en una atmosfera humidificada. Las células se estimularon con una
mezcla que contenia 0,25 yg de cada componente polipeptidico de la vacuna y por comparacion, una concentracion
equimolar de extracto de polen de gramineas o para fines de control, con 4 U de interleucina-2 por pocillo (Boeringer
Mannheim, Alemania) o solo medio. Tras 6 dias de cultivo, se afiadieron 0,5 uCi de [3H]timidina (Amersham Pharmacia
Biotech) por pocillo y 16 h después se midi¢ la radiactividad incorporada mediante conteo de centelleo liquido usando
un contador de centelleo Microbeta (Wallac ADL, Friburgo, Alemania). Se calcul6 la media de cpm a partir de los
triplicados y se calcularon los indices de estimulacion (EI) como el cociente de las cpm obtenidas mediante la
estimulacion con antigeno o interleucina-2 y el control no estimulado. Los resultados de los ensayos de proliferacion
se muestran en la Fig. 15.

El tratamiento con la vacuna indujo anticuerpos IgG con la capacidad de modular la respuesta de linfocitos T especifica
de antigeno como se demostrd por una respuesta proliferativa reducida tras la estimulacion con alérgenos del polen
de gramineas en presencia de IgG inducidas por el tratamiento. (Fig. 16).

Para este fin, se llevaron a cabo ensayos de proliferacion de linfocitos T con PBMC aisladas de participantes en el
estudio tras el tratamiento, como se ha descrito anteriormente, salvo por que la estimulacién se llevé a cabo con una
mezcla de los 4 alérgenos del polen de gramineas, Phl p 1, Phl p 2, Phl p5 y Phl p 6 (0,25 ug por alérgeno) junto con
suero recogido del mismo participante antes y después del tratamiento. La configuracion experimental y los resultados
se muestran en la figura 16.

Se observo reduccion de los sintomas nasales de alergia inducidos mediante exposicidon en una camara de polen y
reduccion de la reactividad cutanea, determinada mediante una prueba de pinchazo en la piel titulada, en pacientes
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que habian recibido 3 inyecciones que contenian o 20 ug o 40 ug de cada uno de los 4 polipéptidos, mientras que no
hubo reduccién en estos parametros tras el tratamiento con dosis de 10 ug de cada polipéptido, (véase la Fig. 19).

Ejemplo 26: Seleccion de péptidos procedentes del alérgeno del acaro del polvo doméstico Der p 2 y disefio
de proteinas de fusion de PreS usando estos péptidos

Los 5 péptidos derivados de Der p 2 sin unién a IgE, Der p 2 Pep1 (SEQ ID NO: 96), Der p 2 Pep2 (SEQ ID NO: 97),
Der p 2 Pep3 (SEQ ID NO: 98), Der p 2 Pep4 (SEQ ID NO: 99) y Der p 2 Pep5 (SEQ ID NO: 100), se exploraron
respecto de

» sus propiedades de union a IgE (ensayo de transferencia por puntos)

» su potencial para inducir reacciones de linfocitos T especificas para Der p 2 (ensayo de proliferacion de linfocitos
Ty

» su capacidad para inducir anticuerpos especificos para Der p 2 con la capacidad de bloguear las IgE del paciente
humano para Der p 2. (ELISA de inhibiciéon usando IgG de conejo anti-péptido)

Para este fin, se acoplé quimicamente cada uno de los péptidos a KLH. Se usd KLH y acoplamiento quimico de los
péptidos en este experimento de exploracion debido a que es un sistema modelo facil de usar y directo que permite la
comparacion inicial de los diferentes péptidos.

Se evalud la unién a IgE de los péptidos derivados de Der p 2 en comparacion con el alérgeno completo mediante el
ensayo de transferencia por puntos de IgE. Se incubaron sueros de 26 pacientes alérgicos al acaro del polvo doméstico
con péptidos conjugados a KLH punteados y se detecto la IgE unida con anti-IgE humana marcada con '?°l. No se
detectd unién de IgE para ninguno de los 5 péptidos, como se muestran a continuacion.

Para identificar péptidos que inducen una baja respuesta linfoproliferativa en PBMC de pacientes alérgicos al acaro
del polvo doméstico, se estimularon PBMC aisladas de 10 pacientes solamente con los 5 péptidos derivados de Der
p 2, los péptidos conjugados a KLH y Der p 2 de tipo silvestre por comparacion.

Se estimularon las PBMC de los 10 pacientes con Der p 2 de tipo silvestre y hubo una proliferacion baja o nula tras la
estimulacion con Der p 2 Pep1, Der p 2 Pep2 y Der p 2 Pep4. Sin embargo, la estimulaciéon con Der p 2 Pep3 y Der p
2 Pep5, dio como resultado una proliferacion significativa de las PBMC en 4 de 10 y 3 de 10 casos, respectivamente,
lo que indica que los péptidos 3 y 5 contienen epitopos para linfocitos T importantes.

Para identificar la capacidad de los péptidos para inducir IgG de bloqueo, se inmunizé a conejos con los 5 conjugados
de KLH-péptido individuales. Posteriormente, Se investigd la capacidad de la Ig de conejo inducida por péptido para
inhibir la unién de los anticuerpos IgE de pacientes alérgicos a rDer p 2 mediante ELISA. Se recubrieron placas de
ELISA con 1 ug/ml de rDer p 2, se lavaron y se bloguearon. Las placas se preincubaron con anticuerpo de conejo anti-
péptido (KLH-P1, KLH-P2, KLH-P3, KLH-P4 y KLH-P5) diluido a 1:100, un anticuerpo de conejo anti-rDer p 2 y, para
fines de control, con los sueros preinmunes correspondientes. Después del lavado, las placas se incubaron con sueros
humano procedentes de pacientes alérgicos al acaro del polvo doméstico sensibilizados a Der p 2 (diluido a 1:3) y la
IgE unida se detectd con anticuerpo de raton anti-IgE humana (Pharmigen, 1:1000) y después con anticuerpo de oveja
anti-lgG de ratén acoplado a POX (Amersham Bioscience) a 1:2000. Se calcul6 del siguiente modo el porcentaje de
inhibicion de la union de IgE mediante preincubacién con el antisuero anti-péptido del siguiente modo: 100-DOi/DOp x
100.

Tabla 5: Capacidad de los anticuerpos anti-péptido Der p 2 para inhibir la unién de las IgE de 20 pacientes alérgicos
a rDer p 2 completo. Los sueros anti-péptido KLH inducidos por los péptidos 2, 3 y 4 bloquearon la unién de IgE en
la misma medida que los sueros contra Der p 2 de tipo silvestre. La tabla 5 muestra la inhibicién (en %) de los 20

pacientes.
N.° de Péptido 1 Péptido 2 Péptido 3 Péptido 4 Péptido 5 Derp 2
paciente
1 50,63 74,41 78,36 75,50 1,07 78,26
2 49,61 77,15 82,95 77,85 4,16 82,74
3 64,73 87,41 92,13 89,25 0,00 93,34
4 37,98 72,24 81,08 75,60 2,48 84,25
5 0,00 43,56 50,52 47,28 0,00 56,70
6 54,12 80,63 82,64 80,94 1,10 83,21
7 51,43 79,64 92,08 83,25 16,16 93,51
8 42,93 71,02 79,55 75,44 0,83 78,35
9 30,33 58,36 50,94 56,49 7,76 57,03
10 38,46 66,79 71,20 71,25 0,00 69,06
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N.° de Péptido 1 Péptido 2 Péptido 3 Péptido 4 Péptido 5 Derp 2
paciente

1 48,15 74,60 83,13 78,97 5,59 83,56
12 46,06 68,54 74,05 71,32 10,05 76,46
13 44,71 73,62 87,29 77,19 4,97 84,34
14 39,20 63,55 63,94 65,30 0,00 66,20
15 43,62 71,82 89,94 74,54 0,51 94,39
16 38,09 69,94 84,08 72,45 1,29 86,83
17 43,63 74,16 87,12 78,50 2,98 89,10
18 29,09 73,75 89,97 77,59 1,38 90,66
19 40,44 56,77 62,09 62,30 0,00 66,16
20 20,89 60,85 70,76 63,16 2,69 74,98

media 40,71 69,94 77,69 72,71 3,15 79,46

Tabla 6: Matriz de decision para la seleccion de péptidos. Los péptidos 2 y 4 cumplen con todos los requisitos de los
fragmentos de péptido de la presente invencion.

el péptido no se

el péptido induce

reactividad

el péptido induce IgG

que inhiben la uniéon

con de IgE humana a Der

¢Es adecuado

une a IgE linfocitos T baja o nula p2 el péptido?
Der p2 Pep1 v v X no
Der p2 Pep2 v v v si
Der p2 Pep3 v X v no
Der p2 Pep4 v v v si
Der p2 Pep5 v X X no

Ejemplo 27: Seleccion de péptidos hipoalergénicos derivados de Der p 1

Se determind la capacidad de los péptidos derivados de Der p 1 para inducir anticuerpos IgG bloqueantes de IgE
usando antisueros de conejo anti-péptido KLH y sueros de 6 pacientes alérgicos al acaro del polvo doméstico en un
ELISA de inhibicion, como se ha descrito en el ejemplo 26, con la excepcién de que las placas de ELISA se recubrieron
con Der p 1 de tipo silvestre en lugar de Der p 2.

Tabla 7: Capacidad de los anticuerpos anti-péptido Der p 1 para inhibir la unién de las IgE de 6 pacientes alérgicos a
Der p 1 completo. Se observé que los sueros anti-péptido KLH inducidos mediante los péptidos 1, 2 y 8 bloqueaban
la unién de IgE en un grado similar al de sueros contra Der p 1 de tipo silvestre. La tabla 7 muestra la inhibicién (en

%) de 6 pacientes.

Paciente | Paciente I Paciente Il Paciente IV Paciente V Paciente VI media
Derp 1 72,9 91,3 80 90,8 87,5 89,7 85,4
péptido 1 50 68,4 65,5 87,7 77,4 85,1 72,4
péptido 2 47,8 73,4 66,1 83,2 72,6 82,5 70,9
péptido 3 22,5 28,2 221 35,5 26,4 27,6 27,1
péptido 4 24,4 42,4 33,4 46,5 33,2 42 37,0
péptido 5 22,7 31,4 23,3 38,4 30,4 31,5 29,6
péptido 6 1,9 12,8 3,6 5,6 4,2 54 5,6
péptido 7 30 51,8 43,5 67,4 52,1 59,6 50,7
péptido 8 41,1 65,8 52,8 76 66,2 73,9 62,6
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<400> 1

His Val Glu
1

Tyr Val Asn

<210> 2

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 2

Glu Pro Val
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Pro Tyr His

<210> 3
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<220>
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Ile Pro Lys
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Gly Asp Gly Asp Val Val Ala Val Cys
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Val Val His Ile Thr Asp Asp Asn Glu Glu Pro Ile Ala

Phe Asp Leu Ser Gly His Ala Phe Gly Ala Met Ala Cys
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Val Pro Pro Gly Pro Asn Ile Thr Ala Thr Tyr Gly Asp

Asp Ala Lys Ser Thr Trp Tyr Gly Lys Pro Thr Gly Cys
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Gly Tyr Lys
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<210>5

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 5
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Asp Val Asp Lys Pro Pro Phe Ser Gly Met Thr Gly Cys

5

10 15

Pro Ile Phe Lys Ser Gly Arg Gly Cys

20 25

Cys Val Arg Tyr Thr Thr Glu Gly Gly Thr Lys Thr Glu Ala Glu Asp

1

Val Ile Pro

<210> 6

<211> 34

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 6

Val Pro Lys
1

Leu Ala Val

Leu Cys

<210>7

<211> 33

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 7

5

10 15

Glu Gly Trp Lys Ala Asp Thr Ser Tyr Glu Ser Lys

20 25

30

Val Thr Phe Thr Val Glu Lys Gly Ser Asn Glu Lys His

5

10 15

Leu Val Lys Tyr Glu Gly Asp Thr Met Ala Glu Val Glu

20 25
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Cys Val Glu Lys Gly Ser Asn Glu Lys His Leu Ala Val Leu Val Lys
1 5 10 15

Tyr Glu Gly Asp Thr Met Ala Glu Val Glu Leu Arg Glu His Gly Ser
20 25 30

Asp

<210> 8

<211> 33

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 8

Arg Glu His Gly Ser Asp Glu Trp Val Ala Met Thr Lys Gly Glu Gly
1 5 10 15

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

Cys

<210>9

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 9

Cys Phe Arg Phe Leu Thr Glu Lys Gly Met Lys Asn Val Phe Asp Asp
1 5 10 15

Val Val Pro Glu Lys Tyr Thr Ile Gly Ala Thr Tyr Ala Pro Glu Glu
20 25 30

<210> 10

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 10
Gly Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Asp Val Asn Ala

1 5 10 15

Ser Phe Arg Ala Ala Met Ala Thr Thr Ala Asn Val Pro Pro Ala Asp
20 25 30
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<210> 11

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 11

Tyr Lys Thr Phe Glu Ala Ala Phe Thr Val Ser Ser Lys Arg Asn Leu
1 5 10 15

Ala Asp Ala Val Ser Lys Ala Pro Gln Leu Val Pro Lys Leu Asp Glu
20 25 30

Val Tyr Asn
35
<210> 12
<211> 33
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 12

Ala Ala Asp His Ala Ala Pro Glu Asp Lys Tyr Glu Ala Phe Val Leu
1 5 10 15

His Phe Ser Glu Ala Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Pro Glu Val His
20 25 30

Ala
<210> 13
<211> 33
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 13

Asp Ala Val Ser Lys Ala Pro Gln Leu Val Pro Lys Leu Asp Glu Val
1 5 10 15

Tyr Asn Ala Ala Tyr Asn Ala Ala Asp His Ala Ala Pro Glu Asp Lys
20 25 30

Tyr

<210> 14
<211> 294
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Asp

Lys

Ser
290

Ala

Arg

195

Val

Arg

Thr

Thr

Thr

275

Tyr

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 15

Met
1

Val

Phe

Val

Gly

65

Pro

Phe

Val

Arg

Pro

50

Trp

Asn

Arg

Pro

Phe

35

Glu

Ser

Pro

Met

180

Val

Asn

Thr

Lys

Ser

260

Glu

Glu

Phe

Glu

20

Leu

Lys

Ser

Leu

Gln

Arg

Pro

Gly

Thr

245

Tyr

Ala

Ser

Leu

Lys

Thr

Tyr

Lys

Gly
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Trp

Gly

Ala

Asp

230

Glu

Glu

Glu

Lys

Thr

Tyr

Glu

Thr

Pro

70

Phe

Asn

Leu

Pro

215

Pro

Ala

Ser

Asp

Glu

Thr

Lys

Ile

55

Arg

Phe

Ser

Tyr

200

Asn

Val

Glu

Lys

Val
280

Lys

Ile

Gly

40

Gly

Lys

Pro

58

Thr

185

Phe

Ile

Thr

Asp

Val

265

Ile

Gly

Gly

25

Met

Ala

Gly

Asp

Ala

Pro

Ala

Asn

Val

250

Arg

Pro

Met

10

Ala

Lys

Thr

Met

His

Phe

Ala

Ser

Val

235

Ile

Tyr

Glu

Lys

Thr

Asn

Tyr

Gly

75

Gln

His

Gly

His

220

Arg

Pro

Thr

Gly

Asn

Tyr

Val

Ala

60

Thr

Leu

Gln

Gly

205

Ile

Tyr

Glu

Thr

Trp
285

Val

Ala

Phe

45

Pro

Asn

Asp

Ala

190

Ser

Ser

Thr

Gly

Glu

270

Lys

Phe

Pro

30

Asp

Glu

Leu

Pro

Leu

Ser

Ser

Thr

Trp

255

Gly

Ala

Asp

15

Glu

Asp

Glu

Ser

Ala

Gln

Ser

Ile

Glu

240

Lys

Gly

Asp

Asp

Glu

Val

Gly

Val

80

Phe
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<210> 16
<211> 307
<212> PRT

Gly

His

Leu

Gly

145

Arg

Ser

Leu

Ser

Ser

225

Thr

Tyr

Glu

Thr

Ala

Trp

Thr

130

Ile

Gln

His

Gln

Ser

210

Ile

Glu

Thr

Lys

Ile
290

Asn

Pro

115

Pro

Leu

Ser

Pro

Asp

195

Gly

Ser

Lys

Ile

Gly

275

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido

<400> 16

Ser

100

Ala

Pro

Thr

Gly

Gln

180

Pro

Thr

Ala

Gly

Gly

260

Met

Ala

85

Asn

Ala

His

Thr

Arg

165

Ala

Arg

val

Arg

Met

245

Ala

Lys

Thr

ES 2720 140 T3

Asn

Asn

Gly

Vval

150

Gln

Met

val

Asn

Thr

230

Lys

Thr

Asn

Tyr

Pro

Gln

Gly

135

Ser

Pro

Gln

Arg

Pro

215

Gly

Asn

Tyr

vVal

Ala
295

Asp

Val

120

Ile

Thr

Thr

Trp

Gly

200

Ala

Asp

val

Ala

Phe

280

Pro

59

Trp

105

Gly

Leu

Ile

Pro

Asn

185

Leu

Pro

Pro

Phe

Pro

265

Asp

Glu

90

Asp

Val

Gly

Pro

Ile

170

Ser

Tyr

Asn

val

Asp

250

Glu

Asp

Glu

Phe

Gly

Trp

Pro

155

Ser

Thr

Phe

Ile

Thr

235

Asp

Glu

vVal

Asn

Ala

Ser

140

Pro

Pro

Ala

Pro

Ala

220

Asn

vVal

Phe

vVal

Pro

Phe

125

Pro

Ala

Pro

Phe

Ala

205

Ser

Phe

val

Arg

Pro
285

Ile

110

Gly

Gln

Ser

Leu

His

190

Gly

His

Arg

Pro

Phe

270

Glu

95

Lys

Pro

Ala

Thr

Arg

175

Gln

Gly

Ile

Phe

Glu

255

Leu

Lys

Asp

Gly

Gln

Asn

160

Asp

Ala

Ser

Ser

Leu

240

Lys

Thr

Tyr



Met

Tyr

Glu

vVal

Ala

65

Thr

Leu

Asn

Ala

Ser

145

Pro

Pro

Ala

Pro

Ala

225

Asn

Gly

Glu

Glu

Glu

Asp

50

Asn

Asn

Asp

Pro

Phe

130

Pro

Ala

Pro

Phe

Ala

210

Ser

Ala

Tyr

Ala

Ser

Vval

35

Ala

Asp

Leu

Pro

Ile

115

Gly

Gln

Ser

Leu

His

195

Gly

His

Asp

Thr

Ala

Tyr

20

Lys

Ala

Lys

Ser

Ala

100

Lys

Pro

Ala

Thr

Arg

180

Gln

Gly

Ile

Leu

Pro

Phe

Lys

Vval

Phe

Gly

Vval

85

Phe

Asp

Gly

Gln

Asn

165

Asp

Ala

Ser

Ser

Gly

245

Ala
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Asn

Phe

Ile

Lys

Gly

70

Pro

Gly

His

Leu

Gly

150

Arg

Ser

Leu

Ser

Ser

230

Tyr

Thr

Asp

Ile

Pro

val

55

Trp

Asn

Ala

Trp

Thr

135

Ile

Gln

His

Gln

Ser

215

Ile

Gly

Pro

Ala

Pro

Ala

40

Ala

Ser

Pro

Asn

Pro

120

Pro

Leu

Ser

Pro

Asp

200

Gly

Ser

Pro

Ala

60

Ile

Ala

25

Gly

Ala

Ser

Leu

Ser

105

Ala

Pro

Thr

Gly

Gln

185

Pro

Thr

Ala

Ala

Ala

Lys

10

Leu

Glu

Thr

Lys

Gly

Asn

Ala

His

Thr

Arg

170

Ala

Arg

Val

Arg

Thr

250

Pro

Ala

Glu

Leu

Ala

Pro

75

Phe

Asn

Asn

Gly

vVal

155

Gln

Met

Val

Asn

Thr

235

Pro

Ala

Ser

Ala

Gln

Ala

60

Arg

Phe

Pro

Gln

Gly

140

Ser

Pro

Gln

Arg

Pro

220

Gly

Ala

Glu

Thr

Ala

val

45

Asn

Lys

Pro

Asp

Val

125

Ile

Thr

Thr

Trp

Gly

205

Ala

Asp

Ala

Ala

Gly

Vval

30

Ile

Ala

Gly

Asp

Trp

110

Gly

Leu

Ile

Pro

Asn

1390

Leu

Pro

Pro

Pro

Ala

Gly

15

Lys

Glu

Ala

Met

His

95

Asp

Vval

Gly

Pro

Ile

175

Ser

Tyr

Asn

vVal

Ala

255

Pro

Ala

Ala

Lys

Pro

Gly

80

Gln

Phe

Gly

Trp

Pro

160

Ser

Thr

Phe

Ile

Thr

240

Ala

Ala
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Gly Lys Ala
275

Gly Phe Lys
290

Lys Tyr Arg
305

<210> 17

<211> 305

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 17
Gly Lys Ala
1

Ser Phe Arg

Lys Gly Lys
35

Ala Ser Phe
50

Asp Lys Gly

Leu Ser Val

Pro Ala Phe

Ile Lys Asp
115

Gly Pro Gly
130

Gln Ala Gln
145

260

ES 2720 140 T3

265

270

Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn Ala

280

285

Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Gln Pro Ala Asp

Thr

Ala

20

Ala

Arg

Gly

Pro

Gly

100

His

Leu

Gly

Thr

Ala

Thr

Ala

Trp

Asn

85

Ala

Trp

Thr

Ile

Glu

Met

Thr

Ala

Ser

70

Pro

Asn

Pro

Pro

Leu
150

295

Glu

Ala

Glu

Met

55

Ser

Leu

Ser

Ala

Pro

135

Thr

Gln

Thr

Glu

40

Ala

Lys

Gly

Asn

Ala

120

His

Thr

61

Lys

Thr

25

Gln

Thr

Pro

Phe

Asn

105

Asn

Gly

Val

Leu

10

Ala

Lys

Thr

Arg

Phe

90

Pro

Gln

Gly

Ser

Ile

Asn

Leu

Ala

Lys

75

Pro

Asp

Val

Ile

Thr
155

300

Glu

Val

Ile

Asn

60

Gly

Asp

Trp

Gly

Leu

140

Ile

Asp

Pro

Glu

45

Val

Met

His

Asp

Val

125

Gly

Pro

Val

Pro

30

Asp

Pro

Gly

Gln

Phe

110

Gly

Trp

Pro

Asn

15

Ala

Val

Pro

Thr

Leu

95

Asn

Ala

Ser

Pro

Ala

Asp

Asn

Ala

Asn

80

Asp

Pro

Phe

Pro

Ala
160
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Ser Thr Asn

Leu Arg Asp

His Gln Ala
195

Gly Gly Ser
210

His Ile Ser
225

Lys Ala Thr

Phe Arg Ala

Gly Lys Ala
275

Ser Phe Arg
290

Lys
305

<210> 18

<211> 346

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 18

Arg

Ser

180

Leu

Ser

Ser

Thr

Ala

260

Thr

Ala

Gln

165

His

Gln

Ser

Ile

Glu

245

Met

Thr

Ala

ES 2720 140 T3

Ser

Pro

Asp

Gly

Ser

230

Glu

Ala

Glu

Met

Gly

Gln

Pro

Thr

215

Ala

Gln

Thr

Glu

Ala
295

Arg

Ala

Arg

200

Val

Arg

Lys

Thr

Gln

280

Thr

62

Gln

Met

185

Val

Asn

Thr

Leu

Ala

265

Lys

Thr

Pro

170

Gln

Arg

Pro

Gly

Ile

250

Asn

Leu

Ala

Thr

Trp

Gly

Ala

Asp

235

Glu

Val

Ile

Asn

Pro

Asn

Leu

Pro

220

Pro

Asp

Pro

Glu

Val
300

Ile

Ser

Tyr

205

Asn

Val

Val

Pro

Asp

285

Pro

Ser

Thr

190

Phe

Ile

Thr

Asn

Ala

270

Val

Pro

Pro

175

Ala

Pro

Ala

Asn

Ala

255

Asp

Asn

Ala

Pro

Phe

Ala

Ser

Gly

240

Ser

Lys

Ala

Asp
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Leu Phe Pro Lys Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser

1 5

Glu Gly Asn Gly Gly Pro
20

Gly Pro Phe Lys Tyr Val
35

Val Ala Pro Gln Ala Ile
50

Gly Thr Ile Lys Lys

Lys Asp Arg Val Asp

Ser Ser Val Glu Asn

55

40

63

25

10

Ser Val

Ile

Glu

Ile
60

Ser

Leu
45

Glu

Glu Asn
15

Phe Pro
30

Phe Pro

Gly Asn

Ile

Glu

Lys

Gly



Gly

val

Gly

Asp

Trp

Gly

145

Leu

Ile

Pro

Asn

Leu

225

Pro

Pro

val

Ser

Phe
305

Pro

Lys

Met

His

Asp

130

val

Gly

Pro

Ile

Ser

210

Tyr

Asn

val

Glu

Pro

290

Pro

Gly

Asp

Gly

Gln

115

Phe

Gly

Trp

Pro

Ser

195

Thr

Phe

Ile

Thr

Asn

275

Glu

Lys

Thr

Arg

Thr

100

Leu

Asn

Ala

Ser

Pro

180

Pro

Ala

Pro

Ala

Asn

260

Ile

Gly

Val

Ile

Val

85

Asn

Asp

Pro

Phe

Pro

165

Ala

Pro

Phe

Ala

Ser

245

Leu

Glu

Pro

Ala
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Lys

70

Asp

Leu

Pro

Ile

Gly

150

Gln

Ser

Leu

His

Gly

230

His

Phe

Gly

Phe

Pro
310

Lys

Glu

Ser

Ala

Lys

135

Pro

Ala

Thr

Arg

Gln

215

Gly

Ile

Pro

Asn

Lys

295

Gln

Ile

Gly

Val

Phe

120

Asp

Gly

Gln

Asn

Asp

200

Ala

Ser

Ser

Lys

Gly

280

Tyr

Ala

64

Ser

Gly

Pro

105

Gly

His

Leu

Gly

Arg

185

Ser

Leu

Ser

Ser

Val

265

Gly

Val

Ile

Pro

Trp

90

Asn

Ala

Trp

Thr

Ile

170

Gln

His

Gln

Ser

Ile

250

Ala

Pro

Lys

Ser

Glu

75

Ser

Pro

Asn

Pro

Pro

155

Leu

Ser

Pro

Asp

Gly

235

Ser

Pro

Gly

Asp

Ser
315

Gly

Ser

Leu

Ser

Ala

140

Pro

Thr

Gly

Gln

Pro

220

Thr

Ala

Gln

Thr

Arg

300

vVal

Pro

Lys

Gly

Asn

125

Ala

His

Thr

Arg

Ala

205

Arg

vVal

Arg

Ala

Ile

285

val

Glu

Phe

Pro

Phe

110

Asn

Asn

Gly

Val

Gln

190

Met

Val

Asn

Thr

Ile

270

Lys

Asp

Asn

Lys

Arg

95

Phe

Pro

Gln

Gly

Ser

175

Pro

Gln

Arg

Pro

Gly

255

Ser

Lys

Glu

Ile

Tyr

80

Lys

Pro

Asp

val

Ile

160

Thr

Thr

Trp

Gly

Ala

240

Asp

Ser

Ile

Leu

Glu
320
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Gly Asn Gly Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Pro Glu Gly Pro
325 330 335

Phe Lys Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu
340 345

<210> 19

<211> 349

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 19

65



Leu

Glu

Gly

Val

Gly

65

Val

Gly

Asp

Trp

Gly

145

Leu

Ile

Phe

Gly

Pro

Ala

50

Pro

Lys

Met

His

Asp

130

Val

Gly

Pro

Pro

Asn

Phe

35

Pro

Gly

Asp

Gly

Gln

115

Phe

Gly

Trp

Pro

Lys

Gly

20

Lys

Gln

Thr

Arg

Thr

100

Leu

Asn

Ala

Ser

Pro
180

Val

Gly

Tyr

Ala

Ile

Val

85

Asn

Asp

Pro

Phe

Pro

165

Ala
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Ala

Pro

Val

Ile

Lys

70

Asp

Leu

Pro

Ile

Gly

150

Gln

Ser

Pro

Gly

Lys

Ser

55

Lys

Glu

Ser

Ala

Lys

135

Pro

Ala

Thr

Gln

Thr

Asp

40

Ser

Ile

Gly

Val

Phe

120

Asp

Gly

Gln

Asn

66

Ala

Ile

25

Arg

Val

Ser

Gly

Pro

105

Gly

His

Leu

Gly

Arg
185

Ile

10

Lys

Val

Glu

Pro

Trp

Asn

Ala

Trp

Thr

Ile

170

Gln

Ser

Lys

Asp

Asn

Glu

75

Ser

Pro

Asn

Pro

Pro

155

Leu

Ser

Ser

Ile

Glu

Ile

60

Gly

Ser

Leu

Ser

Ala

140

Pro

Thr

Gly

Val

Ser

Leu

45

Glu

Pro

Lys

Gly

Asn

125

Ala

His

Thr

Arg

Glu

Phe

30

Phe

Gly

Phe

Pro

Phe

110

Asn

Asn

Gly

Val

Gln
190

Asn

15

Pro

Pro

Asn

Lys

Arg

Phe

Pro

Gln

Gly

Ser

175

Pro

Ile

Glu

Lys

Gly

Tyr

80

Lys

Pro

Asp

Val

Ile

160

Thr

Thr
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Pro Ile Ser
195

Asn Ser Thr
210

Leu Tyr Phe
225

Pro Asn Ile

Pro Val Thr

Asp Glu Val
275

Gly Gly Pro
290

Ile Pro Glu
305

His Thr Asn

Gly Asp Thr

<210> 20

<211> 307

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 20

Pro

Ala

Pro

Ala

Asn

260

Asp

Ile

Gly

Phe

Leu
340

Pro

Phe

Ala

Ser

245

Pro

His

Gly

Phe

Lys

325

Glu
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Leu

His

Gly

230

His

Glu

Thr

Asp

Pro

310

Tyr

Lys

Arg

Gln

215

Gly

Ile

Gly

Asn

Thr

295

Phe

Asn

Ile

Asp

200

Ala

Ser

Ser

Phe

Phe

280

Leu

Lys

Tyr

Ser

67

Ser

Leu

Ser

Ser

Pro

265

Lys

Glu

Tyr

Ser

Asn
345

His

Gln

Ser

Ile

250

Phe

Tyr

Lys

Val

Val

330

Glu

Pro

Asp

Gly

235

Ser

Lys

Asn

Ile

Asp

315

Ile

Ile

Gln

Pro

220

Thr

Ala

Tyr

Tyr

Ser

300

Arg

Glu

Lys

Ala

205

Arg

Val

Arg

Val

Ser

285

Asn

Val

Gly

Ile

Met

Val

Asn

Thr

Asp

270

Val

Glu

Asp

Gly

Gln

Arg

Pro

Gly

255

Arg

Ile

Ile

Glu

Pro
335

Trp

Gly

Ala

240

Asp

Val

Glu

Lys

Asp

320

Ile



Met Ala Asp Leu Gly
1 5

Gly Tyr Thr Pro Ala
20

Gly Lys Ala Thr Thr
35

Gly Phe Lys Ala Ala
50

ES 2720 140 T3

Tyr

Thr

Glu

Leu

Gly Pro

Pro Ala

Glu Gln

40

Ala Ala

55

68

Ala

Ala

25

Lys

Ala

Thr

10

Pro

Leu

Ala

Pro Ala

Ala Glu

Ile Glu

Gly Val
60

Ala

Ala

Lys

45

Gln

Pro

Ala

30

Ile

Pro

Ala

15

Pro

Asn

Ala

Ala

Ala

Ala

Asp



Lys

65

Asn

Asp

Pro

Phe

Pro

145

Ala

Pro

Phe

Ala

Ser

225

Glu

Glu

Glu

Asp

Asn
305

Tyr

Leu

Pro

Ile

Gly

130

Gln

Ser

Leu

His

Gly

210

His

Ala

Ser

Val

Ala

290

Asp

Arg Gly Gly

Ser Val Pro
85

Ala Phe Gly
100

Lys Asp His
115

Pro Gly Leu

Ala Gln Gly

Thr Asn Arg
165

Arg Asp Ser
180

Gln Ala Leu
195

Gly Ser Ser

Ile Ser Ser

Ala Phe Asn
245

Tyr Lys Phe
260

Lys Val TIle
275

Ala Phe Lys

Lys

ES 2720 140 T3

Trp

70

Asn

Ala

Trp

Thr

Ile

150

Gln

His

Gln

Ser

Ile

230

Asp

Ile

Pro

Val

Ser

Pro

Asn

Pro

Pro

135

Leu

Ser

Pro

Asp

Gly

215

Ser

Ala

Pro

Ala

Ala
295

Ser

Leu

Ser

Ala

120

Pro

Thr

Gly

Gln

Pro

200

Thr

Ala

Ile

Ala

Gly

280

Ala

69

Lys

Gly

Asn

105

Ala

His

Thr

Arg

Ala

185

Arg

Val

Arg

Lys

Leu

265

Glu

Thr

Pro

Phe

90

Asn

Asn

Gly

Val

Gln

170

Met

Val

Asn

Thr

Ala

250

Glu

Leu

Ala

Arg

75

Phe

Pro

Gln

Gly

Ser

155

Pro

Gln

Arg

Pro

Gly

235

Ser

Ala

Gln

Ala

Lys

Pro

Asp

Val

Ile

140

Thr

Thr

Trp

Gly

Ala

220

Asp

Thr

Ala

Val

Asn
300

Gly

Asp

Trp

Gly

125

Leu

Ile

Pro

Asn

Leu

205

Pro

Pro

Gly

Val

Ile

285

Ala

Met

His

Asp

110

Val

Gly

Pro

Ile

Ser

190

Tyr

Asn

Val

Gly

Lys

270

Glu

Ala

Gly

Gln

95

Phe

Gly

Trp

Pro

Ser

175

Thr

Phe

Ile

Thr

Ala

255

Ala

Lys

Pro

Thr

80

Leu

Asn

Ala

Ser

Pro

160

Pro

Ala

Pro

Ala

Asn

240

Tyr

Glu

Val

Ala
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15

20

<210> 21
<211>173
<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 21

Gly Gly Trp

Val Pro Asn

Phe Gly Ala
35

Asp His Trp
50

Gly Leu Thr
65

Gln Gly Ile

Asn Arg Gln

Asp Ser His
115

Ala Leu Gln
130

Ser Ser Ser
145

Ser Ser Ile

<210> 22

<211> 33

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 22

Ser

Pro

20

Asn

Pro

Pro

Leu

Ser

100

Pro

Asp

Gly

Ser

Ser

Leu

Ser

Ala

Pro

Thr

85

Gly

Gln

Pro

Thr

Ala
165

ES 2720 140 T3

Lys

Gly

Asn

Ala

His

70

Thr

Arg

Ala

Arg

Val

150

Arg

Pro

Phe

Asn

Asn

55

Gly

Val

Gln

Met

Val

135

Asn

Thr

Arg

Phe

Pro

40

Gln

Gly

Ser

Pro

Gln

120

Arg

Pro

Gly

Lys

Pro

25

Asp

Val

Ile

Thr

Thr

105

Trp

Gly

Ala

Asp

Gly

10

Asp

Trp

Gly

Leu

Ile

90

Pro

Asn

Leu

Pro

Pro
170

Met

His

Asp

Val

Gly

75

Pro

Ile

Ser

Tyr

Asn

155

Val

Gly

Gln

Phe

Gly

Trp

Pro

Ser

Thr

Phe

140

Ile

Thr

Thr

Leu

Asn

45

Ala

Ser

Pro

Pro

Ala

125

Pro

Ala

Asn

Asn

Asp

30

Pro

Phe

Pro

Ala

Pro

110

Phe

Ala

Ser

Leu

15

Pro

Ile

Gly

Gln

Ser

95

Leu

His

Gly

His

Ser

Ala

Lys

Pro

Ala

80

Thr

Arg

Gln

Gly

Ile
160

Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn Ala Gly Phe

1

5

70

10

15
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Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Gln Pro Ala Asp Lys Tyr
20 25 30

Arg

<210> 23
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 1

<400> 23

Ala Pro Leu Glu Ser Arg Gln Asp Thr Ala Ser Cys Pro Val Thr Thr
1 5 10 15

Glu Gly Asp Tyr Val Trp Lys Ile Ser Glu Phe Tyr Gly Arg Lys Pro
20 25 30

Glu Gly Thr Tyr Tyr Asn Ser Leu
35 40

<210> 24
<211> 37
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 1

<400> 24

Gly Phe Asn Ile Lys Ala Thr Asn Gly Gly Thr Leu Asp Phe Thr Cys
1 5 10 15

Ser Ala Gln Ala Asp Lys Leu Glu Asp His Lys Trp Tyr Ser Cys Gly
20 25 30

Glu Asn Ser Phe Met
35

<210> 25
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 1

<400> 25

Glu Asn Ser Phe Met Asp Phe Ser Phe Asp Ser Asp Arg Ser Gly Leu
1 5 10 15
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Leu Leu Lys Gln Lys Val Ser Asp Asp Ile Thr Tyr Val Ala
20 25 30

<210> 26
<211> 37
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 1

<400> 26

Thr Ala Thr Leu Pro Asn Tyr Cys Arg Ala Gly Gly Asn Gly Pro Lys
1 5 10 15

Asp Phe Val Cys Gln Gly Val Ala Asp Ala Tyr Ile Thr Leu Val Thr
20 25 30

Leu Pro Lys Ser Ser
35

<210> 27
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 2

<400> 27

Met His Ser Ser Asn Asn Phe Phe Lys Asp Asn Ile Phe Arg Ser Leu
1 5 10 15

Ser Lys Glu Asp Pro Asp Tyr Ser Arg Asn Ile Glu Gly Gln Val Ile
20 25 30

Arg Leu His Trp Asp Trp Ala Gln
35 40

<210> 28
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 2

<400> 28
Leu Leu Met Leu Ser Ala Lys Arg Met Lys Val Ala Phe Lys Leu Asp
1 5 10 15

Ile Glu Lys Asp Gln Arg Val Trp Asp Arg Cys Thr Ala Asp Asp Leu

72
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20 25 30

Lys Gly Arg Asn Gly Phe Lys Arg
35 40

<210> 29
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 2

<400> 29

Cys Leu Gln Phe Thr Leu Tyr Arg Pro Arg Asp Leu Leu Ser Leu Leu
1 5 10 15

Asn Glu Ala Phe Phe Ser Ala Phe Arg Glu Asn Arg Glu Thr Ile Ile
20 25 30

Asn Thr Asp Leu Glu Tyr Ala Ala
35 40

<210> 30
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 2

<400> 30

Lys Ser Ile Ser Met Ala Arg Leu Glu Asp Leu Trp Lys Glu Tyr Gln
1 5 10 15

Lys Ile Phe Pro Ser Ile Gln Val Ile Thr Ser Ala Phe Arg Ser Ile
20 25 30

Glu Pro Glu Leu Thr Val Tyr Thr
35 40

<210> 31
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 2

<400> 31

Cys Leu Lys Lys Ile Glu Ala Ser Phe Glu Leu Ile Glu Glu Asn Gly
1 5 10 15

Asp Pro Lys Ile Thr Ser Glu Ile Gln Leu Leu Lys Ala Ser
20 25 30
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<210> 32
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 6

<400> 32

Met Thr Ile Thr Lys Ile His Ala Arg Ser Val Tyr Asp Ser Arg Gly
1 5 10 15

Asn Pro Thr Val Glu Val Asp Ile Val Thr Glu Thr Gly Leu His Arg
20 25 30

Ala Ile

<210> 33
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 6

<400> 33

Val Thr Glu Thr Gly Leu His Arg Ala Ile Val Pro Ser Gly Ala Ser
1 5 10 15

Thr Gly Ser His Glu Ala Cys Glu Leu Arg Asp Gly Asp Lys Ser Lys
20 25 30

Trp Gly Gly Lys Gly Val Thr Lys
35 40

<210> 34
<211> 42
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 6

<400> 34

Ala Pro Ala Leu Ile Lys Glu Lys Leu Asp Val Lys Asp Gln Ser Ala
1 5 10 15

Val Asp Ala Phe Leu Asn Lys Leu Asp Gly Thr Thr Asn Lys Thr Asn
20 25 30

Leu Gly Ala Asn Ala Ile Leu Gly Val Ser
35 40
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<210> 35
<211> 41
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 6

<400> 35

Glu Lys Gly Val Pro Leu Tyr Ala His Ile Ser Asp Leu Ala Gly Thr
1 5 10 15

Lys Lys Pro Tyr Val Leu Pro Val Pro Phe Gln Asn Val Leu Asn Gly
20 25 30

Gly Ser His Ala Gly Gly Arg Leu Ala
35 40

<210> 36
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 6

<400> 36

Cys Glu Ala Pro Thr Phe Ser Glu Ala Met Arg Gln Gly Ala Glu Val
1 5 10 15

Tyr Gln Lys Leu Lys Ala Leu Ala Lys Lys Thr Tyr Gly Gln Ser Ala
20 25 30

Gly Asn Val Gly Asp Glu Gly Gly
35 40

<210> 37
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 6

<400> 37

Ile Lys Ile Ala Met Asp Val Ala Ser Ser Glu Phe Tyr Lys Ala Asp
1 5 10 15

Glu Lys Lys Tyr Asp Leu Asp Phe Lys Asn Pro Asp Ser Asp Lys Ser
20 25 30

Lys Trp Leu Thr Tyr Glu Gln Leu
35 40
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<210> 38
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 6

<400> 38

Val Ser Ile Glu Asp Pro Phe Ala Glu Asp Asp Trp Glu Ala Trp Ser
1 5 10 15

Tyr Phe Phe Lys Thr Tyr Asp Gly Gln Ile Val Gly Asp Asp Leu Thr
20 25 30

Val Thr Asn Pro Glu Phe Ile Lys
35 40

<210> 39
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 6

<400> 39

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

Ser Gly Glu Thr Glu Asp Val Thr Ile Ala Asp Ile Val Val Gly Leu
20 25 30

Arg Ser Gly Gln Ile Lys Thr Gly
35 40

<210> 40
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Alt a 6

<400> 40

Ala Pro Ala Arg Ser Glu Arg Leu Ala Lys Leu Asn Gln Ile Leu Arg
1 5 10 15

Ile Glu Glu Glu Leu Gly Asp Asn Ala Val Tyr Ala Gly Asn Asn Phe

20 25 30

Arg Thr Ala Val Asn Leu
35
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<210> 41
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Amb a 1

<400> 41

Glu Ile Leu Pro Val Asn Glu Thr Arg Arg Leu Thr Thr Ser Gly Ala
1 5 10 15

Tyr Asn Ile Tle Asp Gly Cys Trp Arg Gly Lys Ala Asp Trp Ala Glu
20 25 30

Asn Arg Lys Ala Leu Ala Asp Cys
35 40

<210> 42
<211> 41
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Amb a 1

<400> 42

Gly Gly Lys Asp Gly Asp Ile Tyr Thr Val Thr Ser Glu Leu Asp Asp
1 5 10 15

Asp Val Ala Asn Pro Lys Glu Gly Thr Leu Arg Phe Gly Ala Ala Gln
20 25 30

Asn Arg Pro Leu Trp Ile Ile Phe Glu
35 40

<210> 43
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Amb a 1

<400> 43

Ile Arg Leu Asp Lys Glu Met Val Val Asn Ser Asp Lys Thr Ile Asp

1 5 10 15
Gly Arg Gly Ala Lys Val Glu Ile Ile Asn Ala Gly Phe Thr Leu
20 25 30
<210> 44
<211> 41
<212> PRT
<213> Atrtificial
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<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Amb a 1

<400> 44

Asn Val TIle Ile His Asn Ile Asn Met His Asp Val Lys Val Asn Pro
1 5 10 15

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

Ser Asp Gly Asp Ala Ile Ser Ile Ser
35 40

<210> 45
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Amb a 1

<400> 45

Gly Thr Thr Arg Leu Thr Val Ser Asn Ser Leu Phe Thr Gln His Gln
1 5 10 15

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

Met Leu Ala Thr Val Ala Phe
35

<210> 46
<211> 37
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Amb a 1

<400> 46

Asn Thr Phe Thr Asp Asn Val Asp Gln Arg Met Pro Arg Cys Arg His
1 5 10 15

Gly Phe Phe Gln Val Val Asn Asn Asn Tyr Asp Lys Trp Gly Ser Tyr
20 25 30

Ala Ile Gly Gly Ser
35

<210> 47
<211> 46
<212> PRT
<213> Artificial
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<223> Molécula hipoalergénica derivada de Amb a 1

<400> 47

Ile Leu Ser Gln Gly Asn Arg Phe
1 5

Lys Asn Val Leu Gly Arg His Gly
20

Trp Asn Trp Arg Thr Asn Lys Asp
35 40

<210> 48
<211> 41
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Molécula hipoalergénica derivada de Amb a 1

<400> 48

Gly Val Asp Pro Val Leu Thr Pro
1 5

Ala Glu Pro Gly Glu Ser Ala Leu

20
Leu Ser Cys Gln Pro Gly Ala Pro
35 40
<210> 49
<211>44
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Molécula hipoalergénica derivada de Art a 1

<400> 49

Ser Lys Leu Cys Glu Lys Thr Ser
1 5

Asn Lys Lys Cys Asp Lys Lys Cys
20

Gly Ala Cys His Lys Arg
35

<210> 50
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

79

Cys Ala Pro Asp Glu Arg Ser Lys
10 15

Glu Ala Ala Ala Glu Ser Met Lys
25 30

Val Leu Glu Asn Gly Ala
45

Glu Gln Ser Ala Gly Met TIle Pro
10 15

Ser Leu Thr Ser Ser Ala Gly Val
25 30

Cys

Lys Thr Tyr Ser Gly Lys Cys Asp
10 15

Ile Glu Trp Glu Lys Ala Gln His
25 30

Glu Ala Gly Lys Glu Ser
40
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<223> Molécula hipoalergénica derivada de Art a 1
<400> 50

Ser Cys Phe Cys Tyr Phe Asp Cys Ser Lys Ser Pro Pro Gly Ala Thr
1 5 10 15

Pro Ala Pro Pro Gly Ala Ala Pro Pro Pro Ala Ala Gly Gly Ser
20 25 30

<210> 51
<211> 41
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Art a 1

<400> 51

Ala Pro Pro Pro Ala Ala Gly Gly Ser Pro Ser Pro Pro Ala Asp Gly
1 5 10 15

Gly Ser Pro Pro Pro Pro Ala Asp Gly Gly Ser Pro Pro Val Asp Gly
20 25 30

Gly Ser Pro Pro Pro Pro Ser Thr His
35 40

<210> 52
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Can f 1

<400> 52

Gln Asp Thr Pro Ala Leu Gly Lys Asp Thr Val Ala Val Ser Gly Lys
1 5 10 15

Trp Tyr Leu Lys Ala Met Thr Ala Asp Gln Glu Val Pro Glu Lys Pro
20 25 30

Asp Ser Val Thr Pro Met
35
<210> 53
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Can f 1

<400> 53
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Asp Ser Val Thr Pro Met Ile Leu Lys Ala Gln Lys Gly Gly Asn Leu
1 5 10 15

Glu Ala Lys Ile Thr Met Leu Thr Asn Gly Gln Cys Gln Asn Ile Thr
20 25 30

Val Val Leu His Lys Thr Ser Glu
35 40

<210> 54
<211> 41
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Can f 1

<400> 54

Cys Gln Asn Ile Thr Val Val Leu His Lys Thr Ser Glu Pro Gly Lys
1 5 10 15

Tyr Thr Ala Tyr Glu Gly Gln Arg Val Val Phe Ile Gln Pro Ser Pro
20 25 30

Val Arg Asp His Tyr Ile Leu Tyr Cys
35 40

<210> 55
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Can f 1

<400> 55

Gln Pro Ser Pro Val Arg Asp His Tyr Ile Leu Tyr Cys Glu Gly Glu
1 5 10 15

Leu His Gly Arg Gln Ile Arg Met Ala Lys Leu Leu Gly Arg Asp Pro
20 25 30

Glu Gln Ser Gln Glu Ala Leu Glu
35 40

<210> 56
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Can f 1

<400> 56
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Arg Asp Pro Glu Gln Ser Gln Glu Ala Leu Glu Asp Phe Arg Glu Phe
1 5 10 15

Ser Arg Ala Lys Gly Leu Asn Gln Glu Ile Leu Glu Leu Ala Gln Ser
20 25 30

Glu Thr Cys Ser Pro Gly Gly Gln
35 40

<210> 57
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Can f 2

<400> 57

Gln Glu Gly Asn His Glu Glu Pro Gln Gly Gly Leu Glu Glu Leu Ser
1 5 10 15

Gly Arg Trp His Ser Val Ala Leu Ala Ser Asn Lys Ser Asp Leu Ile
20 25 30

Lys Pro Trp Gly His Phe Arg Val
35 40

<210> 58
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Can f 2

<400> 58

Pro Trp Gly His Phe Arg Val Phe Ile His Ser Met Ser Ala Lys Asp
1 5 10 15

Gly Asn Leu His Gly Asp Ile Leu Ile Pro Gln Asp Gly Gln Cys Glu
20 25 30

Lys Val Ser Leu Thr Ala Phe Lys
35 40

<210> 59
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Can f 2

<400> 59
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Cys Glu Lys Val Ser Leu Thr Ala Phe Lys Thr Ala Thr Ser Asn Lys
1 5 10 15

Phe Asp Leu Glu Tyr Trp Gly His Asn Asp Leu Tyr Leu Ala Glu Val
20 25 30

Asp Pro Lys Ser Tyr Leu
35

<210> 60
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Can f 2

<400> 60

Asn Asp Leu Tyr Leu Ala Glu Val Asp Pro Lys Ser Tyr Leu Ile Leu
1 5 10 15

Tyr Met TIle Asn Gln Tyr Asn Asp Asp Thr Ser Leu Val Ala His Leu
20 25 30

Met Val Arg Asp Leu Ser Arg
35

<210> 61
<211> 42
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Can f 2

<400> 61

Val Arg Asp Leu Ser Arg Gln Gln Asp Phe Leu Pro Ala Phe Glu Ser
1 5 10 15

Val Cys Glu Asp Ile Gly Leu His Lys Asp Gln Ile Val Val Leu Ser
20 25 30

Asp Asp Asp Arg Cys Gln Gly Ser Arg Asp
35 40

<210> 62
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 62
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Glu Ala His Gln Ser Glu Ile Ala His Arg Phe Asn Asp Leu Gly Glu

1 5 10 15

Glu His Phe Arg Gly Leu Val Leu Val Ala Phe Ser Gln Tyr Leu Gln

20 25 30

Gln Cys

<210> 63
<211>35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 63

Cys Thr Val Ala Ser Leu Arg Asp Lys Tyr Gly Glu Met Ala Asp Cys

1 5 10 15

Cys Glu Lys Lys Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gln His Lys

20 25 30

Asp Asp Asn
35

<210> 64
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 64

Asn Glu Gln Arg Phe Leu Gly Lys Tyr Leu Tyr Glu Ile Ala Arg Arg

1 5 10 15

His Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu Leu Leu Tyr Tyr Ala Glu
20 25 30

<210> 65
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 65
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Cys Ala Asp Asp Arg Ala Asp Leu Ala Lys Tyr Ile Cys Glu Asn Gln
1 5 10 15

Asp Ser Ile Ser Thr Lys Leu Lys Glu Cys Cys Gly Lys Pro Val
20 25 30

<210> 66
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 66

Val Glu Asp Lys Glu Val Cys Lys Asn Tyr Gln Glu Ala Lys Asp Val
1 5 10 15

Phe Leu Gly Thr Phe Leu Tyr Glu Tyr Ser Arg Arg His Pro
20 25 30

<210> 67
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 67

Leu Ala Lys Glu Tyr Glu Ala Thr Leu Glu Lys Cys Cys Ala Thr Asp
1 5 10 15

Asp Pro Pro Ala Cys Tyr Ala His Val Phe Asp Glu Phe Lys
20 25 30

<210> 68
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 68

Glu Lys Gln Ile Lys Lys Gln Ser Ala Leu Val Glu Leu Leu Lys His
1 5 10 15

Lys Pro Lys Ala Thr Glu Glu Gln Leu Lys Thr Val Met Gly
20 25 30

<210> 69
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
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<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 69

Val Asp Lys Cys Cys Ala Ala Glu Asp Lys Glu Ala Cys Phe Ala Glu
1 5 10 15

Glu Gly Pro Lys Leu Val Ala Ala Ala Gln Ala Ala Leu Ala
20 25 30

<210> 70
<211> 42
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 70

Cys Pro Phe Glu Asp His Val Lys Leu Val Asn Glu Val Thr Glu Phe
1 5 10 15

Ala Lys Gly Cys Val Ala Asp Gln Ser Ala Ala Asn Cys Glu Lys Ser
20 25 30

Leu His Glu Leu Leu Gly Asp Lys Leu Cys
35 40

<210> 71
<211> 41
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 71

Cys Phe Leu Gln His Lys Asp Asp Asn Pro Gly Phe Gly Gln Leu Val
1 5 10 15

Thr Pro Glu Ala Asp Ala Met Cys Thr Ala Phe His Glu Asn Glu Gln

20 25 30

Arg Phe Leu Gly Lys Tyr Leu Tyr Glu
35 40

<210> 72
<211> 42
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 72
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Glu Glu Tyr Lys Gly Val Phe Thr Glu Cys Cys Glu Ala Ala Asp Lys
1 5 10 15

Ala Ala Cys Leu Thr Pro Lys Val Asp Ala Leu Arg Glu Lys Val Leu
20 25 30

Ala Ser Ser Ala Lys Glu Arg Leu Lys Cys
35 40

<210> 73
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 73

Cys Ala Ser Leu Gln Lys Phe Gly Glu Arg Ala Phe Lys Ala Trp Ser
1 5 10 15

Val Ala Arg Leu Ser Gln Lys Phe Pro Lys Ala Glu Phe Ala Glu TIle
20 25 30

Ser Lys Leu Val Thr Asp
35

<210> 74
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 74

Phe Ala Glu Ile Ser Lys Leu Val Thr Asp Leu Ala Lys Ile His Lys
1 5 10 15

Glu Cys Cys His Gly Asp Leu Leu Glu Cys Ala Asp Asp Arg Ala Asp
20 25 30

Leu Ala Lys Tyr Ile Cys
35

<210>75
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 75
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Cys Gly Lys Pro Val Leu Glu Lys Ser His Cys Ile Ser Glu Val Glu
1 5 10 15

Arg Asp Glu Leu Pro Ala Asp Leu Pro Pro Leu Ala Val Asp Phe Val
20 25 30

Glu Asp Lys Glu Val Cys
35

<210> 76
<211> 42
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 76

Cys Glu Leu Phe Glu Lys Leu Gly Glu Tyr Gly Phe Gln Asn Ala Leu
1 5 10 15

Leu Val Arg Tyr Thr Lys Lys Val Pro Gln Val Ser Thr Pro Thr Leu
20 25 30

Val Glu Val Ser Arg Ser Leu Gly Lys Val
35 40

<210> 77
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 77

Cys Thr His Pro Glu Ala Glu Arg Leu Ser Cys Ala Glu Asp Tyr Leu
1 5 10 15

Ser Val Val Leu Asn Arg Leu Cys Val Leu His Glu Lys Thr Pro Val
20 25 30

Ser Glu Arg Val Thr Lys Cys
35

<210> 78
<211> 42
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Del d 2

<400> 78

88



10

15

20

25

30

35

ES 2720 140 T3

Cys Thr Glu Ser Leu Val Asn Arg Arg Pro Cys Phe Ser Ala Leu Gln
1 5 10 15

Val Asp Glu Thr Tyr Val Pro Lys Glu Phe Ser Ala Glu Thr Phe Thr
20 25 30

Phe His Ala Asp Leu Cys Thr Leu Pro Glu
35 40

<210> 79
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Ole e 1

<400> 79

Glu Asp Ile Pro Gln Pro Pro Val Ser Gln Phe His Ile Gln Gly Gln
1 5 10 15

Val Tyr Cys Asp Thr Cys Arg Ala Gly Phe Ile Thr Glu Leu Ser Glu
20 25 30

Phe Ile Pro Gly Ala Ser Leu Arg
35 40

<210> 80
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Ole e 1

<400> 80

Gly Ala Ser Leu Arg Leu Gln Cys Lys Asp Lys Glu Asn Gly Asp Val
1 5 10 15

Thr Phe Thr Glu Val Gly Tyr Thr Arg Ala Glu Gly Leu Tyr Ser
20 25 30

<210> 81
<211> 37
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Ole e 1

<400> 81
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Gly Leu Tyr Ser Met Leu Val Glu Arg Asp His Lys Asn Glu Phe Cys
1 5 10 15

Glu Ile Thr Leu Ile Ser Ser Gly Arg Lys Asp Cys Asn Glu Ile Pro
20 25 30

Thr Glu Gly Trp Ala
35

<210> 82
<211>35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Ole e 1

<400> 82

Gly Arg Lys Asp Cys Asn Glu Ile Pro Thr Glu Gly Trp Ala Lys Pro
1 5 10 15

Ser Leu Lys Phe Lys Leu Asn Thr Val Asn Gly Thr Thr Arg Thr Val
20 25 30

Asn Pro Leu
35

<210> 83
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Ole e 1

<400> 83

Leu Asn Thr Val Asn Gly Thr Thr Arg Thr Val Asn Pro Leu Gly Phe
1 5 10 15

Phe Lys Lys Glu Ala Leu Pro Lys Cys Ala Gln Val Tyr Asn Lys Leu

20 25 30

Gly Met Tyr Pro Pro Asn Met
35

<210> 84
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Par j 2

<400> 84
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Gly Glu Glu Ala Cys Gly Lys Val Val Gln Asp Ile Met Pro Cys Leu
1 5 10 15

His Phe Val Lys Gly Glu Glu Lys Glu Pro Ser Lys Glu Cys
20 25 30

<210> 85
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Par j 2

<400> 85

Cys Leu His Phe Val Lys Gly Glu Glu Lys Glu Pro Ser Lys Glu Cys
1 5 10 15

Cys Ser Gly Thr Lys Lys Leu Ser Glu Glu Val Lys Thr Thr Glu Gln
20 25 30

Lys Arg Glu Ala
35

<210> 86
<211> 37
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Par j 2

<400> 86

Cys Cys Ser Gly Thr Lys Lys Leu Ser Glu Glu Val Lys Thr Thr Glu
1 5 10 15

Gln Lys Arg Glu Ala Cys Lys Cys Ile Val Arg Ala Thr Lys Gly Ile
20 25 30

Ser Gly Ile Lys Asn
35

<210> 87
<211> 37
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Par j 2

<400> 87
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Glu Leu Val Ala Glu Val Pro Lys Lys Cys Asp Ile Lys Thr Thr Leu
1 5 10 15

Pro Pro Ile Thr Ala Asp Phe Asp Cys Ser Lys Ile Gln Ser Thr Ile
20 25 30

Phe Arg Gly Tyr Tyr
35

<210> 88
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 1

<400> 88

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu
1 5 10 15

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly
20 25 30

<210> 89
<211> 33
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 1

<400> 89

Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp Cys Ala Ser
1 5 10 15

Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile Glu Tyr Ile
20 25 30

Gln

<210> 90
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 1

<400> 90
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His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr Val Ala Arg Glu
1 5 10 15

Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly Ile Ser Asn
20 25 30

<210> 91
<211> 37
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 1

<400> 91

Arg Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly Ile Ser
1 5 10 15

Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg Glu Ala
20 25 30

Leu Ala Gln Thr His
35

<210> 92
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 1

<400> 92

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Arg Thr TIle Ile Gln
1 5 10 15

Arg Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val
20 25 30
<210> 93
<211>33
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 1

<400> 93
Gly Arg Thr Ile Ile Gln Arg Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His
1 5 10 15

Ala Val Asn Tle Val Gly Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp
20 25 30

Ile
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<210> 94
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 1

<400> 94

Val Gly Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn
1 5 10 15

Ser Trp Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala
20 25 30

Asn Ile

<210> 95
<211>35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 1

<400> 95

Val Arg Asn Ser Trp Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr
1 5 10 15

Phe Ala Ala Asn Ile Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val
20 25 30

Val Ile Leu
35

<210> 96
<211> 33
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 2

<400> 96
Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn His Glu Ile Lys Lys Val
1 5 10 15

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Ser Glu Pro Cys Ile Ile His Arg Gly
20 25 30
Lys

<210> 97
<211> 31
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 2

<400> 97

Cys His Gly Ser Glu Pro Cys Ile Ile His Arg Gly Lys Pro Phe Gln
1 5 10 15

Leu Glu Ala Val Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Lys Thr Ala Lys
20 25 30

<210> 98
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 2

<400> 98

Glu Ala Asn Gln Asn Ser Lys Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser
1 5 10 15

Ile Glu Gly Leu Glu Val Asp Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys
20 25 30

<210> 99
<211> 42
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 2

<400> 99

Glu Val Asp Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys His Tyr Met Lys
1 5 10 15

Cys Pro Leu Val Lys Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Ile
20 25 30

Val Pro Lys Ile Ala Pro Lys Ser Glu Asn
35 40

<210> 100
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 2

<400> 100
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Ala Pro Lys Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Val Met Gly Asp
1 5 10 15

Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Arg Asp
20 25 30

<210> 101
<211>35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 5

<400> 101

Met Glu Asp Lys Lys His Asp Tyr Gln Asn Glu Phe Asp Phe Leu Leu
1 5 10 15

Met Glu Arg Ile His Glu Gln Ile Lys Lys Gly Glu Leu Ala Leu Phe
20 25 30

Tyr Leu Gln
35

<210> 102
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 5

<400> 102

Lys Lys Gly Glu Leu Ala Leu Phe Tyr Leu Gln Glu Gln Ile Asn His
1 5 10 15

Phe Glu Glu Lys Pro Thr Lys Glu Met Lys Asp Lys Ile Val Ala Glu
20 25 30

Met Asp Thr Tle
35

<210> 103
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 5

<400> 103
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Asp Gly Val Arg Gly Val Leu Asp Arg Leu Met Gln Arg Lys Asp Leu
1 5 10 15

Asp Ile Phe Glu Gln Tyr Asn Leu Glu Met Ala Lys Lys Ser Gly
20 25 30

<210> 104
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 5

<400> 104

Asp Leu Asp Ile Phe Glu Gln Tyr Asn Leu Glu Met Ala Lys Lys Ser
1 5 10 15

Gly Asp Ile Leu Glu Arg Asp Leu Lys Lys Glu Glu Ala Arg Val Lys
20 25 30

Lys Ile Glu Val
35

<210> 105
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Derp 7

<400> 105

Asp Pro Ile His Tyr Asp Lys Ile Thr Glu Glu Ile Asn Lys Ala Val
1 5 10 15

Asp Glu Ala Val Ala Ala Ile Glu Lys Ser Glu Thr Phe Asp
20 25 30

<210> 106
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Derp 7

<400> 106

Val Ala Ala Ile Glu Lys Ser Glu Thr Phe Asp Pro Met Lys Val Pro
1 5 10 15

Asp His Ser Asp Lys Phe Glu Arg His Ile Gly Ile Ile Asp Leu
20 25 30

<210> 107
<211> 31
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 7

<400> 107

Leu Lys Gly Glu Leu Asp Met Arg Asn Ile Gln Val Arg Gly Leu Lys
1 5 10 15

Gln Met Lys Arg Val Gly Asp Ala Asn Val Lys Ser Glu Asp Gly
20 25 30

<210> 108
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Derp 7

<400> 108

Val His Asp Asp Val Val Ser Met Glu Tyr Asp Leu Ala Tyr Lys Leu
1 5 10 15

Gly Asp Leu His Pro Asn Thr His Val Ile Ser Asp Ile Gln Asp Phe
20 25 30

Val Val Glu Leu
35

<210> 109
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Derp 7

<400> 109

Leu Ser Leu Glu Val Ser Glu Glu Gly Asn Met Thr Leu Thr Ser Phe
1 5 10 15

Glu Val Arg Gln Phe Ala Asn Val Val Asn His Tle Gly Gly Leu
20 25 30

<210> 110
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 7

<400> 110
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Leu Ser Asp Val Leu Thr Ala TIle Phe Gln Asp Thr Val Arg Ala Glu
1 5 10 15

Met Thr Lys Val Leu Ala Pro Ala Phe Lys Lys Glu Leu Glu Arg Asn
20 25 30

Asn Gln

<210> 111
<211>35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 10

<400> 111

Met Glu Ala Ile Lys Lys Lys Met Gln Ala Met Lys Leu Glu Lys Asp
1 5 10 15

Asn Ala Ile Asp Arg Ala Glu Ile Ala Glu Gln Lys Ala Arg Asp Ala
20 25 30

Asn Leu Arg
35

<210> 112
<211>35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 10

<400> 112

Ala Glu Lys Ser Glu Glu Glu Val Arg Ala Leu Gln Lys Lys Ile Gln
1 5 10 15

Gln Ile Glu Asn Glu Leu Asp Gln Val Gln Glu Gln Leu Ser Ala Ala
20 25 30

Asn Thr Lys
35

<210> 113
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 10

<400> 113
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Leu Glu Glu Lys Glu Lys Ala Leu Gln Thr Ala Glu Gly Asp Val Ala
1 5 10 15

Ala Leu Asn Arg Arg Ile Gln Leu Ile Glu Glu Asp Leu Glu Arg Ser
20 25 30

Glu Glu Arg Leu Lys Ile Ala Thr
35 40

<210> 114
<211> 35
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 10

<400> 114

Ala Lys Leu Glu Glu Ala Ser Gln Ser Ala Asp Glu Ser Glu Arg Met
1 5 10 15

Arg Lys Met Leu Glu His Arg Ser Ile Thr Asp Glu Glu Arg Met Glu
20 25 30

Gly Leu Glu
35

<210> 115
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 10

<400> 115

Arg Met Glu Gly Leu Glu Asn Gln Leu Lys Glu Ala Arg Met Met Ala
1 5 10 15

Glu Asp Ala Asp Arg Lys Tyr Asp Glu Val Ala Arg Lys Leu Ala
20 25 30
<210> 116
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 10

<400> 116
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Asp Leu Glu Arg Ala Glu Glu Arg Ala Glu Thr Gly Glu Ser Lys Ile
1 5 10 15

Val Glu Leu Glu Glu Glu Leu Arg Val Val Gly Asn Asn Leu Lys
20 25 30

<210> 117
<211> 41
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 10

<400> 117

Ser Glu Glu Lys Ala Gln Gln Arg Glu Glu Ala His Glu Gln Gln Tle
1 5 10 15

Arg Ile Met Thr Thr Lys Leu Lys Glu Ala Glu Ala Arg Ala Glu Phe
20 25 30

Ala Glu Arg Ser Val Gln Lys Leu Gln
35 40

<210> 118
<211>35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 10

<400> 118

Gln Lys Glu Val Asp Arg Leu Glu Asp Glu Leu Val His Glu Lys Glu
1 5 10 15

Lys Tyr Lys Ser Ile Ser Asp Glu Leu Asp Gln Thr Phe Ala Glu Leu
20 25 30

Thr Gly Tyr
35

<210> 119
<211>35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 21

<400> 119
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Met Phe Ile Val Gly Asp Lys Lys Glu Asp Glu Trp Arg Met Ala Phe
1 5 10 15

Asp Arg Leu Met Met Glu Glu Leu Glu Thr Lys Ile Asp Gln Val Glu

20 25 30

Lys Gly Leu
35

<210> 120
<211> 37
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 21

<400> 120

Leu His Leu Ser Glu Gln Tyr Lys Glu Leu Glu Lys Thr Lys Ser Lys

1 5 10 15

Glu Leu Lys Glu Gln Ile Leu Arg Glu Leu Thr Ile Gly Glu Asn Phe

20 25 30

Met Lys Gly Ala Leu
35

<210> 121
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 21

<400> 121

Gly Ala Leu Lys Phe Phe Glu Met Glu Ala Lys Arg Thr Asp Leu Asn

1 5 10 15

Met Phe Glu Arg Tyr Asn Tyr Glu Phe Ala Leu Glu Ser Ile Lys
20 25 30

<210> 122
<211>33
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Der p 21

<400> 122
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Tyr Asn Tyr Glu Phe Ala Leu Glu Ser Ile Lys Leu Leu Ile Lys Lys
1 5 10 15

Leu Asp Glu Leu Ala Lys Lys Val Lys Ala Val Asn Pro Asp Glu Tyr
20 25 30

Tyr

<210> 123
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada del clon 30

<400> 123

Met Ala Asn Asp Asn Asp Asp Asp Pro Thr Thr Thr Val His Pro Thr
1 5 10 15

Thr Thr Glu Gln Pro Asp Asp Lys Phe Glu Cys Pro Ser Arg Phe Gly
20 25 30

<210> 124
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada del clon 30

<400> 124

Pro Thr Thr Thr Glu Gln Pro Asp Asp Lys Phe Glu Cys Pro Ser Arg
1 5 10 15

Phe Gly Tyr Phe Ala Asp Pro Lys Asp Pro His Lys Phe Tyr Ile Cys
20 25 30

Ser Asn
<210> 125
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada del clon 30

<400> 125
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Gly Tyr Phe Ala Asp Pro Lys Asp Pro His Lys Phe Tyr Ile Cys Ser
1 5 10 15

Asn Trp Glu Ala Val His Lys Asp Cys Pro Gly Asn Thr Arg Trp Asn
20 25 30

Glu Asp Glu Glu Thr Cys Thr
35

<210> 126
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Bet v 1

<400> 126

Leu Phe Pro Lys Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Glu Asn Ile
1 5 10 15

Glu Gly Asn Gly Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe
20 25 30

<210> 127
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Bet v 1

<400> 127

Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Phe Pro Phe
1 5 10 15

Lys Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Asn
20 25 30
<210> 128
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Bet v 1

<400> 128

Val Asp His Thr Asn Phe Lys Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly
1 5 10 15

Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu Lys Ile Ser Asn Glu Ile Lys
20 25 30

<210> 129
<211>35
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de la cadena 1 de Fel d 1

<400> 129

Glu Ile Cys Pro Ala Val Lys Arg Asp Val Asp Leu Phe Leu Thr Gly
1 5 10 15

Thr Pro Asp Glu Tyr Val Glu Gln Val Ala Gln Tyr Lys Ala Leu Pro
20 25 30

Val Val Cys
35

<210> 130
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de la cadena 1 de Fel d 1

<400> 130

Leu Glu Asn Ala Arg Ile Leu Lys Asn Cys Val Asp Ala Lys Met Thr
1 5 10 15

Glu Glu Asp Lys Glu Asn Ala Leu Ser Leu Leu Asp Lys Ile Tyr Thr
20 25 30

Ser Pro Leu Cys
35

<210> 131
<211>35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de la cadena 2 de Fel d 1

<400> 131

Val Lys Met Ala Ile Thr Cys Pro Ile Phe Tyr Asp Val Phe Phe Ala
1 5 10 15

Val Ala Asn Gly Asn Glu Leu Leu Leu Asp Leu Ser Leu Thr Lys Val
20 25 30

Asn Ala Cys
35

<210> 132
<211> 30
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de la cadena 2 de Fel d 1

<400> 132

Thr Glu Pro Glu Arg Thr Ala Met Lys Lys Ile Gln Asp Cys Tyr Val
1 5 10 15

Glu Asn Gly Leu Ile Ser Arg Val Leu Asp Gly Leu Val Cys
20 25 30

<210> 133
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de la cadena 2 de Fel d 1

<400> 133

Cys Met Thr Thr Ile Ser Ser Ser Lys Asp Cys Met Gly Glu Ala Val
1 5 10 15

Gln Asn Thr Val Glu Asp Leu Lys Leu Asn Thr Leu Gly Arg
20 25 30

<210> 134
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Phl p 5

<400> 134

Cys Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu
1 5 10 15

Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys
20 25 30

<210> 135
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Phl p 5

<400> 135
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Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly
1 5 10 15

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Glu Ala Ala Pro Ala Gly
20 25 30

Lys Cys

<210> 136
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Phl p 5

<400> 136

Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala
1 5 10 15

Lys Tyr Asp Ala Tyr Val Ala Thr Leu Ser Glu Ala Leu Arg Ile Cys
20 25 30

<210> 137
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Phl p 5

<400> 137

Cys Glu Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala
1 5 10 15

Tyr Glu Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys
20 25 30

<210> 138
<211> 33
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Phl p 5

<400> 138
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Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu Thr Ala
1 5 10 15

Leu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Gln Lys Ala Ala Lys
20 25 30

Cys

<210> 139
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Molécula hipoalergénica derivada de Phl p 5

<400> 139

Cys Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly Glu Leu Gln Val Ile
1 5 10 15

Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala Thr Ala Ala Asn Ala
20 25 30

Ala Pro Ala Asn Asp Lys
35

<210> 140
<211>70
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Alérgeno de clon 30 de Dermatophagoides pteronyssinus

<400> 140

Met Ala Asn Asp Asn Asp Asp Asp Pro Thr Thr Thr Val His Pro Thr
1 5 10 15

Thr Thr Glu Gln Pro Asp Asp Lys Phe Glu Cys Pro Ser Arg Phe Gly
20 25 30

Tyr Phe Ala Asp Pro Lys Asp Pro His Lys Phe Tyr Ile Cys Ser Asn
35 40 45

Trp Glu Ala Val His Lys Asp Cys Pro Gly Asn Thr Arg Trp Asn Glu
50 55 60

Asp Glu Glu Thr Cys Thr
65 70

<210> 141
<211> 37
<212> PRT
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<213> Artificial

<220>
<223> Péptido derivado de Phl p 5

<400> 141

Cys Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe Ala Glu
1 5 10 15

Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser Lys Ala
20 25 30

Ala Leu Thr Ser Lys
35

<210> 142
<211> 29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido derivado de Phl p 5

<400> 142

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly
1 5 10 15

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Glu Ala Cys
20 25

<210> 143

<211> 41

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de Der p 1

<400> 143

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu
1 5 10 15

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly
20 25 30

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala
35 40

<210> 144

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de Der p 1
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<400> 144

Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu Ala Tyr Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu
1 5 10 15

Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly
20 25 30

Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile Glu Tyr Ile Gln
35 40

5 <210> 145
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

10 <220>
<223> Fragmento de Der p 1

<400> 145

Met Gln Gly Gly Cys Gly Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala
1 5 10 15

Thr Glu Ser Ala Tyr Leu Ala Tyr Arg Asn Gln Ser Leu Asp
20 25 30
15
<210> 146
<211> 29
<212> PRT
20 <213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de Der p 23

25 <400> 146

Gly Tyr Phe Ala Asp Pro Lys Asp Pro His Lys Phe Tyr Ile Cys Ser
1 5 10 15

Asn Trp Glu Ala Val His Lys Asp Cys Pro Gly Asn Thr
20 25

<210> 147
30 <211> 29
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
35 <223> Fragmento de Der p 23

<400> 147

Lys Phe Tyr Ile Cys Ser Asn Trp Glu Ala Val His Lys Asp Cys Pro
1 5 10 15

Gly Asn Thr Arg Trp Asn Glu Asp Glu Glu Thr Cys Thr
20 25
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<210> 148

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de Der p 23

<400> 148

Gly Tyr Phe Ala Asp Pro Lys Asp Pro His Lys Phe Tyr Ile Ser Ser
1 5 10 15

Asn Trp Glu Ala Val His Lys Asp Ser Pro Gly Asn Thr Arg Trp Asn
20 25 30

Glu Asp Glu Glu Thr Ser Thr
35

<210> 149
<211> 317
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia artificial

<400> 149

His Gly Ser Glu Pro Cys Ile Ile His Arg Gly Lys Pro Phe Gln Leu
1 5 10 15

Glu Ala Val Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Lys Thr Ala Lys His Gly
20 25 30

Ser Glu Pro Cys Ile Ile His Arg Gly Lys Pro Phe Gln Leu Glu Ala
35 40 45

Val Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Lys Thr Ala Lys Gly Gly Trp Ser
50 55 60

Ser Lys Pro Arg Lys Gly Met Gly Thr Asn Leu Ser Val Pro Asn Pro
65 70 75 80

Leu Gly Phe Phe Pro Asp His Gln Leu Asp Pro Ala Phe Gly Ala Asn
85 90 95

111
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Ser

Ala

Pro

Thr

145

Gly

Gln

Pro

Thr

Ala

225

Asp

Gln

Ser

Tyr

Thr
305

<210> 150
<211> 389
<212> PRT

Asn

Ala

His

130

Thr

Arg

Ala

Arg

val

210

Arg

Pro

Tyr

Glu

Met

290

Trp

Asn

Asn

115

Gly

Val

Gln

Met

Val

195

Asn

Thr

Asn

Asp

Asn

275

Lys

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia artificial

<400> 150

Pro

100

Gln

Gly

Ser

Pro

Gln

180

Arg

Pro

Gly

Ala

Ile

260

Glu

Cys

Val

Asp

Val

Ile

Thr

Thr

165

Trp

Gly

Ala

Asp

Cys

245

Lys

Val

Pro

Pro
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Trp

Gly

Leu

Ile

150

Pro

Asn

Leu

Pro

Pro

230

His

Tyr

Asp

Leu

Lys
310

Asp

Val

Gly

135

Pro

Ile

Ser

Tyr

Asn

215

Val

Tyr

Thr

Val

Val

295

Ile

Phe

Gly

120

Trp

Pro

Ser

Thr

Phe

200

Ile

Thr

Met

Trp

Pro

280

Lys

Ala

112

Asn

105

Ala

Ser

Pro

Pro

Ala

185

Pro

Ala

Asn

Lys

Ile

265

Gly

Gly

Pro

Pro

Phe

Pro

Ala

Pro

170

Phe

Ala

Ser

Glu

Cys

250

val

Ile

Gln

Lys

Ile

Gly

Gln

Ser

155

Leu

His

Gly

His

Val

235

Pro

Pro

Asp

Gln

Ser
315

Lys

Pro

Ala

140

Thr

Arg

Gln

Gly

Ile

220

Asp

Leu

Lys

Pro

Tyr

300

Glu

Asp

Gly

125

Gln

Asn

Asp

Ala

Ser

205

Ser

Val

Val

Ile

Asn

285

Asp

Asn

His

110

Leu

Gly

Arg

Ser

Leu

190

Ser

Ser

Pro

Lys

Ala

270

Ala

Ile

Trp

Thr

Ile

Gln

His

175

Gln

Ser

Ile

Gly

Gly

255

Pro

Cys

Lys

Pro

Pro

Leu

Ser

160

Pro

Asp

Gly

Ser

Ile

240

Gln

Lys

His

Tyr



His

Glu

Ser

Val

Pro

65

Glu

Pro

Phe

Asn

Asn

145

Gly

Val

Gln

Met

Val

225

Asn

Gly

Ala

Glu

Phe

50

Cys

Ala

Arg

Phe

Pro

130

Gln

Gly

Ser

Pro

Gln

210

Arg

Pro

Ser

Val

Pro

35

Glu

Ile

Asn

Lys

Pro

115

Asp

Val

Ile

Thr

Thr

195

Trp

Gly

Ala

Glu

Phe

20

Cys

Ala

Ile

Gln

Gly

100

Asp

Trp

Gly

Leu

Ile

180

Pro

Asn

Leu

Pro

Pro

Glu

Ile

Asn

His

Asn

85

Met

His

Asp

Val

Gly

165

Pro

Ile

Ser

Tyr

Asn
245
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Cys

Ala

Ile

Gln

Arg

70

Ser

Gly

Gln

Phe

Gly

150

Trp

Pro

Ser

Thr

Phe

230

Ile

Ile

Asn

His

Asn

55

Gly

Lys

Thr

Leu

Asn

135

Ala

Ser

Pro

Pro

Ala

215

Pro

Ala

Ile

Gln

Arg

40

Ser

Lys

Thr

Asn

Asp

120

Pro

Phe

Pro

Ala

Pro

200

Phe

Ala

Ser

113

His

Asn

25

Gly

Lys

Pro

Ala

Leu

105

Pro

Ile

Gly

Gln

Ser

185

Leu

His

Gly

His

Arg

10

Ser

Lys

Thr

Phe

Lys

90

Ser

Ala

Lys

Pro

Ala

170

Thr

Arg

Gln

Gly

Ile
250

Gly

Lys

Pro

Ala

Gln

75

Gly

Val

Phe

Asp

Gly

155

Gln

Asn

Asp

Ala

Ser

235

Ser

Lys

Thr

Phe

Lys

60

Leu

Gly

Pro

Gly

His

140

Leu

Gly

Arg

Ser

Leu

220

Ser

Ser

Pro

Ala

Gln

45

His

Glu

Trp

Asn

Ala

125

Trp

Thr

Ile

Gln

His

205

Gln

Ser

Ile

Phe

Lys

30

Leu

Gly

Ala

Ser

Pro

110

Asn

Pro

Pro

Leu

Ser

190

Pro

Asp

Gly

Ser

Gln

15

His

Glu

Ser

Val

Ser

95

Leu

Ser

Ala

Pro

Thr

175

Gly

Gln

Pro

Thr

Ala
255

Leu

Gly

Ala

Glu

Phe

80

Lys

Gly

Asn

Ala

His

160

Thr

Arg

Ala

Arg

Val

240

Arg
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Thr

Asn

Asp

Asn

305

Lys

Ile

Gly

Gly

Pro
385

<210> 151
<211> 289
<212> PRT

Gly

Ala

Ile

290

Glu

Cys

Val

Ile

Gln

370

Lys

Asp

Cys

275

Lys

Val

Pro

Pro

Asp

355

Gln

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia artificial

<400> 151

Gly

1

Asn

Ala

Ala

Pro

Tyr

Trp

Asp

Val

50

Arg

Phe

Glu

Pro

35

His

Lys

Pro Val
260

His Tyr

Tyr Thr

Asp Val

Leu Val

325

Lys Ile
340

Pro Asn

Tyr Asp

Glu Asn

Ala Asp
5

Ala Val

20

Lys Asp

Lys Asp

Gly Met

ES 2720 140 T3

Thr

Met

Trp

Pro

310

Lys

Ala

Ala

Ile

Pro

His

Pro

Cys

Gly

Asn

Lys

Ile

295

Gly

Gly

Pro

Cys

Lys
375

Lys

Lys

His

Pro

55

Thr

Glu

Cys

280

Val

Ile

Gln

Lys

His

360

Tyr

Asp

Asp

Lys

40

Gly

Asn

114

Val

265

Pro

Pro

Asp

Gln

Ser

345

Tyr

Thr

Pro

Cys

25

Phe

Asn

Leu

Asp

Leu

Lys

Pro

Tyr

330

Glu

Met

Trp

His

10

Pro

Tyr

Thr

Ser

Val

Val

Ile

Asn

315

Asp

Asn

Lys

Ile

Lys

Gly

Ile

Gly

Val

Pro

Lys

Ala

300

Ala

Ile

Glu

Cys

Val
380

Phe

Asn

Cys

Gly

Pro

Gly

Gly

285

Pro

Cys

Lys

Val

Pro

365

Pro

Tyr

Thr

Ser

45

Trp

Asn

Ile

270

Gln

Lys

His

Tyr

Asp

350

Leu

Lys

Ile

Gly

30

Asn

Ser

Pro

Asp

Gln

Ser

Tyr

Thr

335

Val

Val

Ile

Cys

15

Tyr

Trp

Ser

Leu

Pro

Tyr

Glu

Met

320

Trp

Pro

Lys

Ala

Ser

Phe

Glu

Lys

Gly
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65

Phe

Asn

Asn

Gly

Val

145

Gln

Met

Val

Asn

Thr

225

Ala

Glu

Lys

Thr

<210> 152
<211> 329
<212> PRT

Phe

Pro

Gln

Gly

130

Ser

Pro

Gln

Arg

Pro

210

Gly

Val

Thr

Asp

Pro

Asp

Val

115

Ile

Thr

Thr

Trp

Gly

195

Ala

Asp

His

Cys

Cys
275

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia artificial

<400> 152

Asp

Trp

100

Gly

Leu

Ile

Pro

Asn

180

Leu

Pro

Pro

Lys

Thr

260

Pro

His

85

Asp

Val

Gly

Pro

Ile

165

Ser

Tyr

Asn

val

Asp

245

Lys

Gly
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70

Gln

Phe

Gly

Trp

Pro

150

Ser

Thr

Phe

Ile

Thr

230

Cys

Phe

Asn

Leu

Asn

Ala

Ser

135

Pro

Pro

Ala

Pro

Ala

215

Asn

Pro

Tyr

Thr

Asp

Pro

Phe

120

Pro

Ala

Pro

Phe

Ala

200

Ser

Lys

Gly

Ile

Arg
280

115

Pro

Ile

105

Gly

Gln

Ser

Leu

His

185

Gly

His

Phe

Asn

Cys

265

Trp

Ala

90

Lys

Pro

Ala

Thr

Arg

170

Gln

Gly

Ile

Tyr

Thr

250

Ser

Asn

75

Phe

Asp

Gly

Gln

Asn

155

Asp

Ala

Ser

Ser

Ile

235

Arg

Asn

Glu

Gly

His

Leu

Gly

140

Arg

Ser

Leu

Ser

Ser

220

Cys

Trp

Trp

Asp

Ala

Trp

Thr

125

Ile

Gln

His

Gln

Ser

205

Ile

Ser

Asn

Glu

Glu
285

Asn

Pro

110

Pro

Leu

Ser

Pro

Asp

1390

Gly

Ser

Asn

Glu

Ala

270

Glu

Ser

95

Ala

Pro

Thr

Gly

Gln

175

Pro

Thr

Ala

Trp

Asp

255

Val

Thr

80

Asn

Ala

His

Thr

Arg

160

Ala

Arg

val

Arg

Glu

240

Glu

His

Cys



Gly

Asn

Glu

His

Pro

65

Trp

Asn

Ala

Trp

Thr

145

Ile

Gln

His

Gln

Ser

225

Ile

Tyr

Trp

Asp

Lys

50

Gly

Ser

Pro

Asn

Pro

130

Pro

Leu

Ser

Pro

Asp

210

Gly

Ser

Phe

Glu

Glu

35

Phe

Asn

Ser

Leu

Ser

115

Ala

Pro

Thr

Gly

Gln

195

Pro

Thr

Ala

Ala

Ala

20

Glu

Tyr

Thr

Lys

Gly

100

Asn

Ala

His

Thr

Arg

180

Ala

Arg

Val

Arg

Asp

Val

Thr

Ile

Arg

Pro

85

Phe

Asn

Asn

Gly

Val

165

Gln

Met

Val

Asn

Thr

ES 2720 140 T3

Pro

His

Ser

Ser

Trp

70

Arg

Phe

Pro

Gln

Gly

150

Ser

Pro

Gln

Arg

Pro

230

Gly

Lys

Lys

Thr

Ser

55

Asn

Lys

Pro

Asp

Val

135

Ile

Thr

Thr

Trp

Gly

215

Ala

Asp

Asp

Asp

Gly

40

Asn

Glu

Gly

Asp

Trp

120

Gly

Leu

Ile

Pro

Asn

200

Leu

Pro

Pro

116

Pro

Ser

25

Tyr

Trp

Asp

Met

His

105

Asp

Val

Gly

Pro

Ile

185

Ser

Tyr

Asn

Val

His

10

Pro

Phe

Glu

Glu

Gly

90

Gln

Phe

Gly

Trp

Pro

170

Ser

Thr

Phe

Ile

Thr

Lys

Gly

Ala

Ala

Glu

75

Thr

Leu

Asn

Ala

Ser

155

Pro

Pro

Ala

Pro

Ala

235

Asn

Phe

Asn

Asp

Val

60

Thr

Asn

Asp

Pro

Phe

140

Pro

Ala

Pro

Phe

Ala

220

Ser

Gly

Tyr

Thr

Pro

45

His

Ser

Leu

Pro

Ile

125

Gly

Gln

Ser

Leu

His

205

Gly

His

Tyr

Ile

Arg

Lys

Lys

Thr

Ser

Ala

110

Lys

Pro

Ala

Thr

Arg

190

Gln

Gly

Ile

Phe

Ser

15

Trp

Asp

Asp

Gly

Val

95

Phe

Asp

Gly

Gln

Asn

175

Asp

Ala

Ser

Ser

Ala

Ser

Asn

Pro

Ser

Gly

80

Pro

Gly

His

Leu

Gly

160

Arg

Ser

Leu

Ser

Ser

240

Asp



Pro

His

Ser

Ser

305

Trp

Lys

Lys

Thr

290

Ser

Asn

Asp

Asp

275

Gly

Asn

Glu

Pro

260

Ser

Tyr

Trp

Asp

245

His

Pro

Phe

Glu

Glu
325
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Lys

Gly

Ala

Ala

310

Glu

Phe

Asn

Asp

295

Val

Thr

Tyr

Thr

280

Pro

His

Ser

117

Ile

265

Arg

Lys

Lys

Thr

250

Ser Ser

Trp Asn

Asp Pro

Asp Ser
315

Asn

Glu

His

300

Pro

Trp Glu
270

Asp Glu
285

Lys Phe

Gly Asn

255

Ala

Glu

Tyr

Thr

Val

Thr

Ile

Arg
320
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido capaz de generar respuestas de IgG contra al menos un alérgeno de tipo silvestre y capaz de inducir la
produccion de IL-10 e IFN-gamma, en donde la IgG generada de este modo se centra en los epitopos de IgE del
alérgeno de tipo silvestre y puede bloquear la unién a dicho alérgeno de tipo silvestre, comprendiendo dicho polipéptido
al menos 4 y hasta 6 fragmentos peptidicos hipoalergénicos que consisten en de 20 a 50 restos de aminoacido
consecutivos de al menos un alérgeno de tipo silvestre, fusionados a los extremos N y C-terminales de una proteina
PreS de hepatitis B (SEQ ID NO: 21) que actia como transportador, en donde dichos fragmentos de péptido muestran
una capacidad de unién a IgE nula o reducida en comparacion con el alérgeno de tipo silvestre, son péptidos de unién
a linfocitos B y muestran una reactividad con linfocitos T nula o sustancialmente nula, en donde la proteina PreS de
hepatitis B comprende al menos dos fragmentos peptidicos procedentes de al menos un alérgeno de tipo silvestre
fusionado a su extremo N-terminal y al menos dos fragmentos peptidicos procedentes de al menos un alérgeno de
tipo silvestre fusionado a su extremo C-terminal.

2. Polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que el alérgeno de tipo silvestre se selecciona
entre el grupo que consiste en los alérgenos principales del polen de abedul, en particular, Bet v 1, alérgenos
principales del polen de la hierba timotea, preferentemente Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5, Phl p 6 y Phl p 7, alérgenos
principales de acaros del polvo doméstico, preferentemente, Der p 1, Der p 2 y Der p 23, alérgeno principal de gato,
Fel d 1y Fel d 2, alérgenos principales de abeja, alérgenos principales de avispa, profilinas, especialmente Phl p 12,
alérgenos del olivo, preferentemente Ole e 1, alérgenos de Parietaria judaica, preferentemente Par j 2, alérgenos de
ambrosia, preferentemente Amb a 1, alérgenos del polen de artemisa, preferentemente Art v 1 y alérgeno del polen
de cedro japonés, preferentemente Cry j1 o Cryj 2.

3. Polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que el fragmento de péptido se selecciona
entre el grupo que consiste en los aminoacidos 151 a 177, 87 a 117, 1 a 30, 43 a 70 0 212 a 241 de Phl p 1, los
aminoacidos 1 a 33, 8 a 39, 34 a 65 0 66 a 96 de Phl p 2, los aminoacidos 93 a 128, 98 a 128, 26 a 53, 26 a 58, 132
a 162, 217 a 246, 252 a 283 0 176 a 212 de Phl p 5, los aminoacidos 23 a 54, 56 a 90, 73 a 114 0 95 a 127 de Phl p
6, los aminoacidos 1 a 34 0 35 a 70 de la cadena 1 de Fel d 1, los aminoacidos 1 a 34, 35 a 63 0 64 a 92 de la cadena
2 de Fel d 1, los aminoacidos 30 a 59, 50 a 79, 75 a 104, 30 a 74 0 60 a 104 de Bet v 1, los aminoacidos 1 a 30, 52 a
84 0 188 a 222 de Der p 1, los aminoacidos 1 a 33, 21 a 51,42 a 73, 62 a 103 0 98 a 129 de Der p 2, los aminoacidos
1a 30,20 a 50, 50 a 80, 90 a 125, 125 a 155 0 165 a 198 de Der p 7, los aminoacidos 1-35, 36-70, 71-110, 111-145,
140-170, 175-205, 210-250 o 250-284 de Der p 10, los aminoacidos 1 a 35, 35a 72, 70 a 100 0 90 a 122 de Der p 21,
los aminoacidos 1a 32,15a48 032 a 70, 32a 60, 52 a 84, 32 a 70 (Cys->Ser) de Der p 23, los aminoacidos 19 a 58,
59 a 95, 91 a 120 o0 121 a 157 de Alt a 1, los aminoacidos 31 a 60, 45 a 80, 60 a 96 o0 97 a 133 de Parj 2, los
aminoacidos 1 a 40, 36 a 66, 63 a 99, 86 a 120 o 107 a 145 de Ole e 1, los aminoacidos 25 a 58, 99 a 133, 154 a 183,
277 a 307, 334 a 363, 373 a 402, 544 a 573, 579 a 608, 58 a 99, 125 a 165, 183 a 224, 224 a 261, 252 a 289, 303 a
340, 416 a 457, 460 a 500 o0 501 a 542 de Fel d 2, los aminoacidos 19 a 58, 52 a 91, 82 a 119, 106 a 144 0 139 a 180
de Can f 2, los aminoacidos 19 a 56, 51 a 90, 78 a 118, 106 a 145 o0 135-174 de Can f 1, los aminoacidos 27 a 70, 70
a 100 092 a 132 de Art v 1, los aminoacidos 31 a 70, 80 a 120, 125 a 155, 160 a 200, 225 a 263, 264 a 300, 305 a
350 0 356 a 396 de Amb a 1, los aminoacidos 1 a 34, 35a 74, 74 a 115, 125 a 165, 174 a 213, 241 a 280, 294 a 333,
361 a 400 o 401 a 438 de Alt a 6, los aminoacidos 1 a 40, 41 a 80, 81 a 120, 121 a 160 de Alt a 2 o fragmentos o
variaciones de secuencia de los mismos.

4. Polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que el polipéptido tiene
una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 149, SEQ ID NO: 150, SEQ
ID NO: 151 y SEQ ID NO: 152.

5. Polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en el tratamiento o la prevencién
de una alergia en un ser humano o un animal.

6. Moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a4.

7. Vector que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 6.

8. Hospedador que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 6 o un vector de
acuerdo con la reivindicacion 7.

9. Formulacién de vacuna que comprende al menos un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

10. Formulacién de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 9 para su uso en el tratamiento o la prevencién de la
alergia al polen de gramineas que contiene una mezcla de polipéptidos hipoalergénicos procedentes de alérgenos del
polen de gramineas, caracterizado por que al menos uno de los polipéptidos se selecciona entre SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 17.
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11. Formulacién de vacuna de acuerdo con la reivindicacién 9, para su uso en el tratamiento o la prevencién de la
alergia al polen de abedul que contiene al menos un polipéptido hipoalergénico seleccionado entre la SEQ ID NO: 18
yla SEQ ID NO: 19.

12. Formulaciéon de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 9 para su uso en el tratamiento o la prevencién de la
alergia al acaro del polvo doméstico que contiene al menos un polipéptido derivado de alérgenos de acaros del polvo
domeéstico, caracterizado por que al menos uno de los polipéptidos se selecciona entre SEQ ID NO: 149, SEQ ID
NO: 150, SEQ ID NO: 151 y SEQ ID NO: 152.
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Mapa del plasmido:

Origen de f1

Xhol(158)
S Notl(167)
.~ Hindlll(174)
: \“;15ac|{1913

~EcoRI{193)
e Ndel(302)
A BamHI{604)
HBV-Phlp1-4xP5
‘Neal(1081)
operador lac

Pwul{5211)
secuencia de kan

0033400_HBV-Phip1-4xP5_pET-28h(+)
56153 pb

Promotor de T7
IBalli(1186)
Origen de ColE1 pBR322 lac |
EcoRV(2358)
Fig. 1A
Mapa del plasmido:
Origen de f1 Khol(158)
o Hindl(174]
Fvui5223) ; \‘*83511181}
secuencia de kan ' ?LQRIU.BBI
BamHi(510)
\ \‘HBV-PhIp2-4xP3
0933398_HBV-Phip2-4xP3_pET-28b(+) :_N_guaml

Eco571(4584] - B165 pb

‘Promotor de T7

Origen de ColE1 pBR322 lac |

coRV{Z370)

Fig 1B
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Mapa del plasmido:

Origen de f1 — Xhol{158)

Pwul(5250)
secuencia de kan -

“BamHI (HF)(522)
‘\\ HEV-Phip5-V2
'BamHI(828)
\BamHI (HF)(828)
'Ndel(1073)
Ncol(1120)
operador lac
‘Promotor de T7

lac |

EcoRVI2307)

0944432 HBV-Phip3-VZ_ pET-28b(+)
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i

Ecob71{4596)

Origen de ColE1 pBR322

Fig1 C

Mapa del plasmido:
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ol
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Fig1D
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MVRYTTEGGT KTEAEDVIPE GWKADTSYES
RGGWSSKPRK GMGTNLSVPN PLGFFPDHQL
GAFGPGLTPP HGGILGWSPQ AQGILTTVST
QWNSTAFHQA LQDPRVRGLY FPAGGSSSGT
GGTKTEAEDV IPEGWKADTS YESKVRYTTE

EVRYTTEGGT
DPAFGANSNN
IPPPASTNRQ
VNPAPNIASH
GGTKTEAEDV

KTEAEDVIPE
PDWDFNFIEKD
SGRQEPTPISE
ISSISARTGD
IPEGWKADTS

GWKADTSYES
HWPAANQVGV
PLRDSHPQAM
PVINVRYTTE
YESK

MFRFLTEKGM KNVFDDVVPE KYTIGATYAP
PEEGGWSSKP RKGMGTNLSV PNPLGFFPDH
GVGAFGPGLT PPHGGILGWS PQAQGILTTV
AMOWNSTAFH QALQDPRVRG LYFPAGGSSS
TEKGMENVFD DVVPEKYTIG ATYAPEEFRF

EEFRFLTEKG MKNVFDDVVP EKYTIGATYA
QLDPAFGANS NNPDWDFNPI KDHWPAANQV
STIPPPASTN RQSGRQPTPI SPPLRDSHPQ
GTVNPAPNIA SHISSISART GDPVINFRFL
LTEKGMKNVF DDVVPEKYTI GATYAPEE

MEAAFNDAIK ASTGGAYESY KFIPALEAAV
NAAPANDKGG WSSKPREKGMG TNLSVPNPLG
AANQVGVGAF GPGLTPPHGG ILGWSPQAQG
DSHPQAMOWN STAFHQALQD PRVRGLYFPA
NADLGYGPAT PAAPAAGYTP ATPAAPAEAA
QPADEYR.

GRATTEEQRL

VEPADKGGWS
NQVGVGAFGP
HPQAMQWNET
KATTEEQKLI
PPADK

IEDVNASFRA AMATTANVPP
SKPRKGMGTN LSVPNPLGFF
GLTPPHGGIL GWSPQAQGIL
AFHOQALQDPR VRGLYFPAGG
EDVNASFRAA MATTANVPPA

KAEEVKVIPA GELQVIERKVD AAFKVAATAA
FFPDHQLDPA FGANSNNPDW DENPIKDHWP
ILTTVSTIPP PASTNRQSGR QPTPISPPLR
GGSS5GTVNP APNIASHISS ISARTGDEVT
PAGKATTEEQ KLIEKINAGE RKAALAAAAGV

ADKGKATTEE QKLIEDVNAS FRAAMATTAN
PDHQLDPAFG ANSNNPDWDE NPIKDHWPAA
TTVSTIPPPA STNRQSGRQF TPISPPLRDS
SSSGTVNPAP NIASHISSIS ARTGDPVING
DKGEATTEEQ KLIEDVNASF RAAMATTANV

LEPKVAPQA ISSVENIEGN GGPGTIKKIS FPEGPFKYVK DRVDELFPKV APQAISSVEN

IEGNGGPGTI KKISPEGPFK
FGANSNNPDW DEFNPIKDHWP
PASTNRQSGR QPTPISPPLR
APNIASHISS ISARTGDPVT
RVDELFPKVA PQAISSVENI

YVKDRVDEGG
AANQVGVGAF
DSHEPQAMOWN
NLFPKVAPQA
EGNGGPGTIK

WSSKPRKGMG TNLSVPNPLG FFPDHQLDPA
GPGLTPPHGG ILGWSPQAQG ILTTVSTIPF
STAFHQALQD PRVRGLYFPA GGSSSGTVNP
ISSVENIEGN GGPGTIKKIS PEGPFKYVKD
KISPEGPFKY VKDRVDE

LFPKVAPQA ISSVENIEGN GGPGTIKKIS FPEGPFKYVK DRVDELFPKV APQATISSVEN

IEGNGGPGTI
FGANSNNEPDW
PASTNRQSGR
APNIASHISS
SNEIKIPEGF

KKISPEGPFK YVKDRVDEGG
DENPIKDHWP AANQVGVGAF
QPTPISPPLR DSHPOQAMOWN
ISARTGDPVT NPEGFPFKYV
PFKYVDRVDE DHTNFEYNYS

WSSKPREGMG
GPGLTPPHGG
STAFHQALQD
DRVDEVDHTN
VIEGGPIGDT

TNLSVPNPLG FFPDHQLDPA
ILGWSPQAQG ILTTVSTIPP
PRVRGLYFFPA GGSSSGTVNFE
FKYNYSVIEG GPIGDTLEKI
LERKISNEIRKI
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1 MADLGYGPAT PAAPAAGYTP ATPAAPAFEAA PAGKATTEEQ KLIEKINAGF RKAALAAAAGV
61 QPADKYRGGW SSKPRKGMGT NLSVPNPLGF FPDHQLDPAF GANSNNPDWD EFNPIKDHWPA
121 ANQVGVGAFG PGLTPPHGGI LGWSPQAQGI LTTVSTIPPP ASTNRQSGRQ PTPISPPLRD
181 SHPQAMQOWNS TAFHQALQDP RVRGLYFPAG GSSSGTVNPA PNIASHISSI SARTGDPVTN
241 EAAFNDAIKA STGGAYESYK FIPALEAAVK AEEVKVIPAG ELQVIEKVDA AFKVAATAAN
301 AAPANDEK

Fig2 G
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Fig. 3 A
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Fig. 3 B
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18
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Fig3C
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Fig. 3D
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BM322
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BM322 his
PreS
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PreS

FIG 4
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indice de estimulacién

O Control grPhlp 1 m BM321

sin anti Ig E 1
estimular pg/mi

Tampodn 0,001 0,01 ug/m 0,1 pg/m
Hg/ml

1 pg/m

FIG 5

indice de estimulacién

o Control orPhip6 mBM326

sin antilgE 1
estimular pg/ml

Tampoén 0,001 pg/ml 0,01 ug/m 0,1 pg/m

1 pg/m

FIG 6
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Respuesta a rPhl p1
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Respuesta a rPhl p5
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Alérgenos homologos de Bet v 1

Barras de izquierda

a derecha:
r a-2PA-PreS
r a-4PA-PreS

r a-2PAPB-PreS

ra-rBet v1

Fig 11B continuacién

Fig.11C
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Titulacién de IgG de ratén generada mediante inmunizacién con proteinas
de fusion de PreS (péptidos procedentes de Phl p 6)
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Fig. 13
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IgG total especifica para Phl p 1
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IgG total especifica para Phl p 5

- L 1T 1
= 3
E -|- |+ | + -
8 1 il Y i
T T T
c L I 1 1 1 L) ] ]
D D A D DD A
& & &' o & o & o
PR ,19@’ oF o
‘Q\ ‘Q\‘b *(‘.;" qu’ @‘5‘\' @q’ @?j ﬂ;"
xQﬁ < @'Q’ 2 » 6 o ) c:jb 'Q,é
RPN o o ©
AR SN MSC AN A IR
& & RIS A LR M-
QR & o &£ o & o
& & GQ% & L F & SF
\9 \cb \9 \Q’o \Qﬁe \C‘S’
Fig. 14C
IgG total especifica para Phl p 6
5_...
g A g
- [
W 34
g L A
3 S e
8 1_ ................................ s - T 1
L p= =
c L L L] L] L L] L] L]
N A A D DA A
& P & o & @
\@0\8 Q\? @\S N ,"Q\Q ‘19\3 ,\Q\Q NQ\QO
R ‘Q\.b @qu’ &q' é‘.\q' ‘&“5‘1’- \16.' \‘@
\QG Q Qﬁ' 2 efb 2 e’Q’ 2
AR © © ©
SRR SRR

138



ES 2720 140 T3
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Proliferacion de linfocitos T tras estimulacion con polipéptidos
hipoalergénicos de la formulacion de vacuna en comparacion

con la estimulacién con polen de gramineas

& Polen
de gramineas

Polipéptidos
hipoalergénicos
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Suero antes . Suero después
de SIT de SIT

Medicion de la proliferacion

Fig. 16A
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Proliferacion de linfocitos T
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HBYV Der p2-2xP2-2xP4

HGSEPCIIHRGKPFQLEAVFEANQNSKTAKHGSEPCI IHRGKPFQLEAVFEANONSKTAKGG
WSSKPRKGMGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAF GANSNNPDWDENPE IKDHWPAANQVGVGAFGP
GLTPPHGGILGWSPQAQGILTTVSTIPPPASTNRQSGROPTPISPPLRDSHPQAMQWNSTAF
HQALQDPRVRGLYFPAGGSSSGTVNPAPNIASHISSISARTGDPVTINEVDVPGIDPNACHYM
KCPLVKGQQYDIKYTWIVPKIAPKSENEVDVPGIDPNACHYMKCPLVKGQQYDIKYTWIVPK
TIAPKSEN

Fig. 18A

HBYV Der p2-3xP2-3xP4

HGSEPCIIHRGKPFQLEAVFEANQNSKTAKHGSEPCITHRGKPFQLEAVFEANONSK TAKHG
SEPCIIHRGKPFQLEAVFEANQNSKTAKGGWS SKPRKGMGTNL SVPNPLGFFPDHQLDPAFG
ANSNNPDWDFNPIKDHWPAANQVGVGAFGPGLTPPHGGILGWSPQAQGILTTVSTIPPPAST
NRQSGRQPTPISPPLRDSHPQAMOWNS TAFHQALQDPRVRGLYFPAGGSSSGTVNPAPNTAS
HISSISARTGDPVTNEVDVPGIDPNACHYMKCPLVKGQQYDIKYTWIVPKIAPKSENEVDVP
GIDPNACHYMKCPLVKGQQYDIKYTWIVPKIAPKSENEVDVPGIDPNACHYMKCPLVKGQQY
DIKYTWIVPKIAPKSEN

Fig. 18B

HBYV Der p23-2xP4-2xP5

GYFADPKDPHKFYICSNWEAVHKDCPGNTGYFADPKDPHKEYTICSNWEAVHKDCPGNTGGWS
SKPRKGMGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDENP IKDHWPAANQVGVGAF GPGL
TPPHGGILGWSPQAQGILTTVSTIPPPASTNRQSGRQPTPISPPLRDSHEQAMQWNSTAFHQ
ALODPRVRGLYFPAGGSSSGTVNPAPNIASHISSISARTGDPVINKFYICSNWEAVHKDCPG
NTRWNEDEETCTKFYICSNWEAVHKDCPGNTRWNEDEETCT

Fig. 18C

HBYV Der p23-4xP6

GYFADPKDPHKFYISSNWEAVHKDSPGNTRWNEDEETST GYFADPKDPHKFYITISSNWEAVHK
DSPGNTRWNEDEETSTGGWS SKPREKGMGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDENP
IKDHWPAANQVGVGAFGPGLTPPHGGILGWSPQAQGILTTVSTIPPPASTNRQSGRQPTPIS
PPLRDSHPQAMQWNSTAFHQALQDPRVRGLYFPAGGSSSGTVNPAPNIASHISSISARTGDP
VINGYFADPKDPHKEYISSNWEAVHKDSPGNTRWNEDEETST GYFADPKDPHKFYISSNWEA
VHRKDSPGNTRWNEDEETST

Fig. 18D
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Media de puntuacion de sintomas nasales
totales (PSNT)

9,00
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=
n 7,00
o
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Fig. 19A
SPT: cambio en el area media
de la roncha
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Fig. 19B

143



ES 2720 140 T3

123456 7891011121314151617181920212223242526NABC
-1Derp 2

- Derp 2 péptido 1 KLH
- Derp 2 péptido 2 KLH
- Der p 2 péptido 3 KLH
- Derp 2 péptido 4 KLH
- Der p 2 péptido 5 KLH

-KILH

Columnas 1-26: sueros de pacientes individuales alérgicos a los acaros del polvo
NA: suero de individuo no alérgico
BC: control de tampon

Fig. 20
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