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DESCRIPCION

B-lactoglobulinas modificadas para inmunoterapia de alergia a la leche.
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere al campo de las enfermedades alérgicas (hipersensibilidad) y, en particular, a la
tecnologia de ingenieria de proteinas para producir polipéptidos alergénicos modificados (hipoalérgenos) para su uso
en inmunoterapias.

Antecedentes de lainvencion

Las enfermedades alérgicas, por ejemplo, asma, rinitis, eccema y alergias alimentarias estan alcanzando proporciones
epidémicas en el mundo. Estas reacciones de hipersensibilidad de tipo | se basan en la formacién de anticuerpos de
inmunoglobulina E (IgE) contra, en principio, antigenos inocuos, alérgenos.

Las moléculas de inmunoglobulina E son producidas por las células B. Cada célula B inmadura expresa una forma
monomérica de IgM en su superficie, pero todos estos anticuerpos son idénticos en la secuencia de aminoacidos vy,
por lo tanto, en la especificidad de unién a antigeno. Al unirse a los anticuerpos de IgM, el antigeno multivalente
extrafio reticula los receptores de células B (Iga/IgB) en la superficie de las células B inmaduras. Esto desencadena la
proliferacion de células B, la diferenciacion en células plasmaticas productoras de anticuerpos, la formacion de
memoria y la presentacion de antigenos a células T. Las células T proporcionan ayuda para que las células B maduren,
lo que incluye tanto el cambio de isotipo como la activacion de mutaciones somaticas para mejorar la afinidad y la
selectividad de los anticuerpos secretados. Se ha observado que en la alergia las células T auxiliares se diferencian
de las células Th2 que producen citocinas (IL-4 e IL-13) que causan el cambio del isotipo de anticuerpo de IgM a IgE
(el tipo de cadena pesada de anticuerpo cambia de p a ¢; el tipo de cadena ligera no se modifica) (Alam et al., 2003;
Chaplin 2003).

Entonces, la célula B madura es capaz de secretar anticuerpos IgE que pueden unirse tanto a antigenos (alérgenos)
como también a receptores FceRI de alta afinidad en una superficie de baséfilos 0 mastocitos. La reticulacion de
complejos de FceRlI en la superficie celular desencadena la granulacion de mediadores biolégicos como la histamina
y los mediadores de lipidos que causan reacciones inflamatorias (Prussin et al., 2003).

Tal como se describi6 anteriormente, la reticulacion de los receptores de superficie celular aparece en dos etapas. En
primer lugar, cuando el antigeno (alérgeno) reticula receptores de Iga/Igp en la superficie de células B inmaduras, y
en segundo lugar, cuando el alérgeno reticula los receptores FceRI en la superficie de mastocitos. Ademas, se produce
una reticulaciéon similar en la activacion de células presentadoras de antigeno (APC) como las células dendriticas
(Gould et al. 2008). En estos casos, es posible la reticulacién, cuando el antigeno (alérgeno) es multivalente, teniendo
multiples sitios de union (epitopos) para anticuerpos.

La primera estructura de inmunocomplejo tridimensional de alérgeno y anticuerpo de IgE se publicé recientemente
(Niemi et al., 2007). En esta estructura, la B-lactoglobulina (BLG) dimérica de leche de vaca (Bos d 5) esta unida a dos
fragmentos de IgE/Fab. Sorprendentemente, el epitopo de union a IgE de BLG cubria un area plana en la superficie
del alérgeno, lo cual es inusual porque, segln las estructuras cristalinas, la mayoria de los epitopos de IgG conocidos
se ubicaban en las areas que sobresalian de los antigenos. Los fragmentos de IgE/Fab se ubicaban en el mismo lado,
lo que hace posible, en principio, que la BLG dimérica pueda unir dos anticuerpos de IgE idénticos que conducen a la
granulacion de mastocitos.

Esta observacion novedosa sobre el papel de la dimerizacién para la alergenicidad de BLG lleva a los inventores
adicionalmente a investigar cuan comun es la dimerizacion (u otro tipo de oligomerizacién) entre los alérgenos. Se
notific6 que algunos alérgenos eran oligoméricos, pero se notificd que la mayoria de los alérgenos eran monomeéricos.
También se comprendid pronto que hay datos controvertidos en la bibliografia. En los casos correspondientes, tales
como los informes que consideran el alérgeno de abedul Bet v 1, se inform6 que el alérgeno existia como monémero
y, a veces, como dimero. De hecho, BLG es un ejemplo bien estudiado de un dimero transitorio, una proteina que
puede existir como monémero o dimero en disoluciéon (Nooren et al., 2003). Sakurai y Goto (2002) también han
estudiado el equilibrio monomero-dimero de BLG como modelo de interaccion proteina-proteina.
Termodinamicamente, la constante de disociaciéon del dimero es tan alta que en disolucion, BLG puede existir tanto
como mondémero como dimero. Naturalmente, los factores ambientales, como el pH o la concentracion de sal, afectan
al equilibrio. Sin embargo, en condiciones fisioldgicas en el cuerpo, BLG es casi totalmente monomeérico. El elemento
clave de la presente invencion es que la dimerizacion transitoria en muchos casos es una caracteristica critica de los
alérgenos, y esta dimerizacion transitoria puede obstaculizarse mediante mutagénesis dirigida.

Los dimeros transitorios son dificiles de observar porque una constante de disociacion alta del dimero reduce la
fraccion dimérica a insignificante en concentraciones celulares normales (10-100 nM). Sin embargo, mediante la
colocalizacién dentro de una célula puede aumentar la concentracién localmente (hasta 1 mM), y la interaccién entre
mondémeros puede aumentar de insignificante a sustancial (Kuriyan et al., 2007). Un ejemplo de colocalizacién es la
unién de antigenos (alérgenos) en la superficie de células B inmaduras o mastocitos. Esto significaria que la
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homodimerizacién débil del alérgeno en la superficie de la célula puede ser suficiente para la transduccion de sefales
que conduce a sensibilizacion o reaccion alérgica.

La importancia de la dimerizacién de alérgenos ha sido muy poco estudiada previamente. Schéll et al. han estudiado
el papel de la dimerizacion del alérgeno de polen de abedul Bet v 1 para la reticulacion. Las pruebas cutaneas en
ratones alérgicos a Bet v 1 fueron positivas con el dimero de Bet v 1, pero se mantuvieron negativas cuando se uso el
monomero. Ademas, el monémero era menos capaz de activar las células B de memoria murinas para la produccion
de IgE in vivo. En este estudio, se preparé la forma monomérica de Bet v 1 con la adicion de glicerol al 4% (Schéll et
al., 2005). Sin embargo, el problema es que el efecto del aditivo es solo temporal porque el glicerol se diluye
gradualmente y se alcanza el equilibrio normal de monémero/dimero. Mas tarde, segun el analisis de modelado
molecular, se sugirié que la no alergenicidad de la proteina T1, un miembro de la familia de proteinas de Bet v 1
posiblemente se basaba en evitar la dimerizacién de la proteina T1 (Ghosh D et al., 2008). Verdino et al. sugirieron en
2002 que la interrupcién del ensamblaje del dimero del alérgeno Phl p 7 disminuiria la reticulacion. Sin embargo, en
el caso de Phl p 7, en la practica es muy dificil crear una variante monomérica estable, porque dos cadenas
polipeptidicas estan muy fuertemente asociadas entre si formando un dimero muy estable (Verdino et al. 2002).

También se ha investigado la influencia de la estructura cuaternaria en la alergenicidad e inmunogenicidad del
alérgeno de cucaracha Per a 3. La forma hexamérica indujo una liberacion de leucotrienos més fuerte de los basofilos
gue la forma monomérica. Desafortunadamente, la preparacion de formas monoméricas y hexaméricas de Per a 3 no
se describi6 en el articulo (Bellinghausen et al., 2007). Otro estudio sobre el alérgeno de cucaracha Bla g 2 mostré
que el Bla g 2 de tipo natural dimérico indujo mas liberacién de B-hexosaminidasa de los mastocitos que un mutante
de Bla g 2 monomérico (Li et al. 2008). Sin embargo, los autores concluyeron que Bla g 2 existiria como dimero en
condiciones fisioldgicas.

En el documento de de Halleux et al., 2006, se describe que se espera que una forma monomérica de Der p 1 seria
menos propensa a desencadenar reacciones anafilacticas en la inyeccién a pacientes sensibilizados. Sin embargo,
los experimentos que muestran tales resultados no estan descritos.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra ejemplos de dimeros de alérgenos simétricos encontrados en las estructuras cristalinas dibujadas
en la misma escala. Se muestra un monémero como modelo de cinta color gris claro, el segundo monémero como un
modelo de cinta color gris oscuro. El alérgeno dimérico se muestra en dos orientaciones. En la imagen de la izquierda,
el eje simétrico doble se dirige hacia el espectador, en la imagen de la derecha, el eje esta en el mismo plano que el
papel. La imagen en la esquina superior izquierda muestra la estructura cristalina del inmunocomplejo BLG-D1/IgE
(Fab) (Bos d 5) en el que se muestran fragmentos de IgE como modelos de superficie color gris. Las coordenadas
para los alérgenos se obtuvieron del banco de datos de proteinas y las coordenadas para los dimeros se crearon con
el servidor PISA. La figura se cred mediante el programa PYMOL (DeLano 2002). Che a 3 contiene cuatro cadenas
polipeptidicas. Dos de las cadenas polipeptidicas forman un dimero obligado (dos monédmeros forman juntos la
estructura compacta; el monémero no puede formar una estructura estable solo (Nooren et al., 2003)). Dos dimeros
obligados forman un dimero transitorio. Api m 4 contiene ocho cadenas polipeptidicas. Cuatro de ellos forman un
tetramero obligado estable. Dos de los tetrdmeros forman una estructura transitoria. Otros ejemplos representan
estructuras de dimeros transitorios en las que la unidad monomérica consiste en una Unica cadena polipeptidica.

La figura 2 muestra las posiciones de los mutantes disefiados en la zona de contacto monémero-mondmero de Bos d
5 dimérico (B-lactoglobulina) y alérgeno Bet v 1. La figura se cred con el programa PYMOL.

La figura 3, un ejemplo de mutantes sugeridos en la zona de contacto mondmero-monémero de 12 dimeros de
alérgeno simétricos.

La figura 4 muestra una presentacién esquematica del vector de expresién bacteriano utilizado para la construccién y
produccion de mutantes de BLG monomeéricos.

La figura 5 muestra el resultado de inhibicién obtenido del ELISA competitivo del fragmento Fab D1 de IgE con subtipo
de 1gG1 humana que uniéndose a B-lactoglobulina biotinilada inmovilizada se ha inhibido por p-lactoglobulina nativa
soluble asi como por mutantes de BLG H146P, R148P y S150P monomeéricos.

La figura 6 muestra los espectros de CD de la B-lactoglobulina nativa soluble, asi como los mutantes de BLG H146P,
R148P y S150P monomeéricos.

La figura 7 muestra las muestras de control (A) y la liberacion de histamina derivada del alérgeno (BLG y sus mutantes)
(B) de los basdfilos sensibilizados y separados. Segun el protocolo del fabricante, la liberacién espontanea debe dar
valores < 5% y la muestra de control positivo > 5% de la liberacion total de histamina.

La figura 8 muestra la union de Fab D1y scFv D1 a la BLG dimérica y sus mutantes monoméricos analizados por
ELISA.
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La figura 9 muestra un diagrama de flujo de trabajo para la blisqueda de zonas de contacto monémero-mondémero y
el disefio de mutantes de hipoalérgeno capaces de prevenir la formacién de dimeros.

Abreviaturas

BLG B-lactoglobulina

ADNc &cido desoxirribonucleico complementario
ADN acido desoxirribonucleico

E. coli Escherichia coli

EIA inmunoensayo enzimatico

ELISA ensayo de inmunoadsorcién enzimatica

Fab fragmento con unidn a antigeno especifica

IgG inmunoglobulina G
IgE inmunoglobulina E
IgM inmunoglobulina M

RMN  resonancia magnética nuclear
PCR reaccion en cadena de la polimerasa
Descripcion detallada de lainvencién

Tal como se describié anteriormente, la capacidad para formar dimeros u oligdmeros parece tener un papel
significativo para la inmunogenicidad (activacion de células B) y alergenicidad (desencadenamiento de basdfilos,
mastocitos) de los alérgenos. Si se reduce la formacion de homodimeros simétricos estables o incluso transitorios y
el alérgeno existiera solo en forma monomérica, esto ofreceria una base para desarrollar una nueva generacion de
hipoalérgenos: alérgenos monoméricos. Las variantes monoméricas tendrian propiedades ventajosas al considerar la
inmunoterapia especifica. Los alérgenos monomeéricos no desencadenarian la desgranulacién de mastocitos o
basdfilos. Ademas, las variantes monoméricas se unirian a los anticuerpos de IgE especificos de alérgeno evitando la
union de alérgenos nativos. Esto haria posible el uso de grandes cantidades de variantes monoméricas como vacuna
para la alergia para inducir la produccién de anticuerpos de IgG protectores, o para competir con alérgenos naturales.
También haria posible reducir la union de alérgenos diméricos naturales a mastocitos o basoéfilos mediante competicion
basandose en una mayor concentracion de los alérgenos monomeéricos hipoalérgicos que no causan la formacién de
complejos de FceRl reticulados.

Por lo tanto, basandose en este descubrimiento de la importancia de la dimerizacion, particularmente de la
dimerizacion transitoria, en la alergenicidad, el objeto de la invencion es proporcionar un método para seleccionar un
candidato hipoalergénico para la inmunoterapia. El método comprende las etapas de:

a) alterar el &rea superficial de un polipéptido alergénico seleccionado del grupo que consiste en: Apim 1y Api m 4,
en donde dicha area superficial es una zona de contacto mondmero-mondmero con un area de menos de 850 A2 en
relacién con la formacion de dimeros con el fin de inactivar o reducir la capacidad natural del polipéptido para formar
dimeros en el que el area superficial de dicho polipéptido en relacion con la formaciéon de dimeros se altera por
mutagénesis dirigida del &cido nucleico que codifica para dicho polipéptido para producir sustituciones de aminoacidos
a dicho polipéptido; y

b) someter a prueba in vitro al polipéptido alterado obtenido de la etapa a) para la capacidad de activar la liberacion
de histamina u otros mediadores de reacciones alérgicas de leucocitos basoéfilos o mastocitos humanos, en donde
aquellos polipéptidos alterados que no activan la liberacién de histamina o dichos otros mediadores o activan la
liberacion de histamina o dichos otros mediadores menos que el polipéptido de origen se consideran candidatos de
hipoalérgeno para inmunoterapia, y

c) comprobar in vitro que un anticuerpo de IgE especifico para dicho polipéptido alergénico todavia se une al
polipéptido alterado obtenido en la etapa a) y sometido a prueba en la etapa b) para confirmar que dicho polipéptido
alterado tiene una estructura similar a la nativa, capacidad para prevenir la reticulacién de los complejos IgE-FceRI en
un mastocito o anticuerpos de superficie basofilos, y potencial inmunogénico para desarrollar anticuerpos de IgG
protectores.

El término inmunoterapia, tal como se usa en el presente documento, define al menos tres modos de tratamiento:
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a) terapia de desensibilizacién usando a lo largo del tiempo dosis mdltiples de baja concentracién de variantes
monomeéricas de alérgenos;

b) usar unas pocas dosis de concentraciones relativamente altas de variantes monomeéricas para inducir una respuesta
de IgG hacia el alérgeno nativo (es decir, un esquema de vacunacion de alergia); y

c) usar la variante monomérica como agente terapéutico para curar los sintomas de alergia compitiendo con el
alérgeno nativo para unirse a la IgE.

Dimeros transitorios

No hay ningun estudio experimental publicado sobre la formacién de dimeros transitorios de alérgenos. Sin embargo,
es posible evaluar la frecuencia de dimeros transitorios buscando estructuras cristalinas disponibles. En un
experimento de cristalizacion tipico, la concentracién de proteina es de aproximadamente 10 mg/ml, que corresponde
a una concentracion de 0,5 mM para una proteina de 20 kDa. Esto aumentaria considerablemente la fraccién de
posible forma dimérica de proteina. Sin embargo, debe observarse que la disolucién de cristalizacién también contiene
una fraccion monomeérica que puede cristalizar. Ademas, el pH muy alto o bajo, los precipitantes y los aditivos pueden
afectar la cristalizacion. Para dimeros transitorios, el area de la zona de contacto del dimero es preferiblemente de
aproximadamente o por debajo de 850 A2, ya que para aquellos dimeros que se pronostica que seran transitorios, el
area es de 530 A2(BLG), 620 A2 (Der p 1) u 820 A2 (Bet v 1). Los dimeros mas fuertes parecen tener zonas de contacto
de dimeros mucho mayores, tal como 1139 A2 para Bla g 2.

Por lo tanto, tal como se describi6 anteriormente, la expresion “dimeros transitorios” significa que:

a) la dimerizacion de alérgenos depende de la concentracion, a concentraciones fisiologicas (10-100 nM) existen
esencialmente como mondmeros;

b) se necesita un aumento mediado por colocalizacion de la concentracién local para la dimerizacion in vivo; tras la
uniéon a complejos de receptores IgE-FceRI en mastocitos o baséfilos, los alérgenos monoméricos forman dimeros
transitorios;

¢) en los dimeros transitorios, las subunidades monoméricas no estan unidas covalentemente y las subunidades
monoméricas pueden plegarse de manera independiente; y

d) el &rea superficial de la zona de contacto mondmero-monémero del area de dimeros transitorios es relativamente
pequefia (menos de 850 A2).

El banco de datos de proteinas (www.rcsb.org) contiene en este momento (febrero de 2008) las coordenadas de 54
estructuras de alérgenos. Se han determinado nueve estructuras usando RMN y estas no pueden usarse en la
evaluacion. Las 45 estructuras alergénicas restantes se estudiaron utilizando el servidor PISA del Instituto Europeo de
Bioinformatica (www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html) (Krissinel E et al., 2007). PISA utiliza los datos de cristales
para predecir el estado oligomérico (estructura cuaternaria) y también puede usarse para evaluar las zonas de contacto
proteina-proteina. PISA es capaz de predecir bien la estructura de dimeros estables. Sin embargo, debido a la menor
zona de contacto monémero-monémero, predice que BLG seria monomérico.

Sin embargo, PISA es Util en este estudio porque proporciona zonas de contacto proteina-proteina. En principio, es
dificil distinguir zona de contacto dimérica de contactos cristalinos. Sin embargo, los complejos homodiméricos
verdaderos son casi siempre simétricos, existe un eje de simetria rotacional entre mondémeros (Blundell et al., 1996).
El servidor PISA puede utilizarse para buscar zonas de contacto y encontrar posibles ejes de simetria rotacional entre
los mondmeros.

Se han analizado 45 estructuras cristalinas de alérgenos. 35 alérgenos (78%) existian en las formas cristalinas en las
que se encontrd que los alérgenos formaban homooligdmeros simétricos, principalmente dimeros. Dos de los dimeros
simétricos eran muy débiles. Sin embargo, la fraccion de homooligémeros entre los alérgenos fue muy alta, lo que
evidencia que la capacidad de formar oligdmeros es una propiedad muy comun entre los alérgenos. Algunos de los
dimeros de los alérgenos encontrados se muestran en la figura 1. Se encontré que diez alérgenos existian en forma
monomérica en cristales.

Deteccion de zonas de contacto monémero-monémero y disefio de mutaciones hipoalergénicas.

1) Si no hay disponible una estructura tridimensional del alérgeno de interés, entonces i) el alérgeno se cristaliza, ii)
su estructura se determina utilizando difraccion de rayos X, y iii) se utilizan las coordenadas de la estructura cristalina
tridimensional resuelta para analizar visualmente el empaquetamiento molecular de alérgeno utilizando software de
graficos moleculares (tal como PYMOL (DeLano 2002), O (Jones et al. 1991) y XTALVIEW (McRee, 1999)).
Alternativamente, pueden usarse programas informaticos tal como PISA (Krissinel et al. 2007;
http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html) para analizar el empaquetamiento molecular de alérgenos en el
cristal. En el analisis, el objetivo es encontrar un eje de simetria rotacional entre las moléculas de alérgeno. En la
mayoria de los casos es un eje de simetria doble. (Se dice que un objeto que se puede girar alrededor de un eje y
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repite su forma al menos una vez durante la rotacion tiene un eje de simetria rotacional. El eje a lo largo del cual se
realiza la rotacion es un elemento de simetria denominado eje de rotacién. Se dice que un objeto que aparece idéntico
después de una rotacién de 180°, dos veces en una rotacion de 360°, tiene un eje de rotacion de 2 veces). Si se
encuentra un eje de simetria rotacional entre los monémeros de un alérgeno, esto es una indicacion de que el alérgeno
es capaz de formar homooligémero simétrico al menos en altas concentraciones de proteinas.

2. Si se conoce la estructura cristalina tridimensional, es posible proceder directamente a la etapa iii) en 1).

3. Cuando se ha encontrado el eje, el programa de graficos moleculares, como PYMOL, puede utilizarse para analizar
la zona de contacto monémero-mondmero entre los monémeros de alérgeno. En la tabla 2, se muestra el area de las
zonas de contacto monémero-monémero detectadas de numerosos alérgenos. En la siguiente etapa, la zona de
contacto monémero-monémero puede usarse para detectar residuos de aminodacidos cuya sustitucion dificultaria la
formacion de dimeros. En la figura 3, se muestra una lista de mutaciones sugeridas para aminoacidos en zonas de
contacto monémero-monémero de diferentes alérgenos. Las sustituciones tipicas de aminoacidos serian la mutacion
de pequefios residuos con unos mas grandes. Ademas, los residuos hidrofébicos (como fenilalanina o leucina) podrian
reemplazarse por residuos hidréfilos (acido glutdmico, lisina). Otras sustituciones preferibles se discuten a
continuacion.

4. Si no se ha encontrado un eje de simetria rotacional entre los monémeros, es posible i) cristalizar el alérgeno en
una forma de cristal diferente (utilizando diferentes condiciones de cristalizacion, por ejemplo, cambiando el pH, la
proteina o la concentracion del precipitante). Alternativamente, los mondémeros pueden acoplarse computacionalmente
mediante restricciones simétricas. Esto puede hacerse utilizando el software ROSETTA (Andre et al., 2007).

5. Preferiblemente, la capacidad reducida de las proteinas mutantes para formar dimeros se someterd a prueba, por
ejemplo, determinando la constante de disociacién para el dimero. Sin embargo, es importante verificar que la variante
monomeérica esté plegada como una proteina nativa reteniendo las propiedades de union a los anticuerpos de IgE.

6. En principio, si no se conoce la estructura tridimensional del alérgeno, los residuos de proteina también pueden
mutarse de manera aleatoria. De nuevo, se someterd a prueba la posible formacion reducida de dimeros y el
plegamiento de la variante monomérica (véase también la figura 9).

Desarrollo de hipoalérgenos monoméricos

La variante monomérica estable de alérgeno podria prepararse mutando los residuos de aminoacidos en la zona de
contacto del dimero. Como ejemplo, en la figura 2 se muestra la zona de contacto monémero-mondémero de BLG. Los
residuos de amino4cidos mutados en la figura 3 (His 146, Arg 148, Ser 150) disminuyen la forma dimérica y aumentan
la monomérica de BLG en disolucion.

Preferiblemente, las variantes monoméricas pueden obtenerse mediante la mutacion de algunos residuos de
aminoacidos (por ejemplo, 1-5) en la superficie relacionada con la formacion de dimeros u oligdmeros en residuos
voluminosos (por ejemplo, Arg, Tyr, Lys, Trp pueden mutarse a Ala o Pro). Los residuos mutados son preferiblemente
aquellos cuyas cadenas laterales apuntan al exterior hacia el disolvente, causando un cambio minimo en la estructura
bésica del alérgeno. Un experto en la materia puede alterar facilmente el area superficial de un polipéptido alergénico
aplicando técnicas de ingenieria genética convencionales. Se pueden introducir mutaciones en el acido nucleico que
codifica para dicho polipéptido, por ejemplo, mediante métodos basados en PCR y otros métodos para mutagénesis
dirigida, asi como mediante mutagénesis aleatoria 0 mediante genes sintéticos de tamafio completo. Estos métodos
se conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al, John
Wiley & Sons: 1992).

Ensayo de liberacion de histamina

La histamina es un mediador importante en una alergia de “tipo inmediato” después de la administracion de alérgenos
y se encuentra en la fase inicial de una reaccion anafilactica. Por lo tanto, el potencial de los hipoalérgenos para
inmunoterapias puede someterse a prueba facilmente mediante diferentes ensayos de liberacion de histamina.

Los hipoalérgenos de la presente invencion tienen una actividad alergénica reducida en comparacién con los alérgenos
de tipo natural correspondientes. Segun la invencién, el término “actividad alergénica” denota la capacidad de un
compuesto o composicion para inducir una reaccion alérgica en un mamifero sensibilizado, por ejemplo en un paciente
alérgico a la leche. Una reaccidn alérgica puede ser desgranulacion de mastocitos, reaccion cutanea positiva y/o
reaccion nasal. La actividad alergénica se define preferiblemente en pruebas in vitro o in vivo adecuadas. La actividad
alergénica puede determinarse en una prueba de pinchazo en la piel tal como se describe en van Hage-Hamsten et
al. (1999) o en Pauli et al. (2000).

Preferiblemente, la actividad alergénica del hipoalérgeno es menos del 50% de la actividad alergénica del alérgeno de
tipo natural. Mas preferiblemente, la actividad alergénica del hipoalérgeno es inferior al 25% del alérgeno de tipo
natural. En la realizacion mas preferida, el hipoalérgeno no tiene sustancialmente actividad alergénica. En general, la
liberacion de histamina inducida por el hipoalérgeno de la invencion se reduce significativamente en comparacion con
la liberacion de histamina inducida por el polipéptido alergénico de tipo natural correspondiente. Una prueba in vitro
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preferida para determinar la liberacion de histamina es el ensayo de liberacién de histamina en basdéfilos tal como se
describe en Vrtala et al., (1997) (véase también el ejemplo 3). Preferiblemente, la liberacion de histamina se reduce
en al menos el 25%, mas preferiblemente en al menos el 50%, mas preferiblemente en al menos el 75%, determinada
a esa concentracion de alérgeno a la cual el alérgeno de tipo natural correspondiente muestra la maxima liberacion
de histamina.

La presente invencion se describe adicionalmente en el siguiente ejemplo, que no pretende limitar el alcance de la
invencion.

Seccién experimental
Ejemplo 1
Deteccion de la zona de contacto monémero-mondmero de B-lactoglobulina

Basado en Sakurai y Goto (2002) y confirmado por la estructura de inmunocomplejo tridimensional del alérgeno y el
anticuerpo de IgE publicado recientemente por Niemi et al., 2007, se ha mostrado que la zona de contacto monémero-
mondémero de B-lactoglobulina comprende, entre otros, los aminoécidos Asp33, Ala34, Arg40, His146, Argl48 y
Serl50.

Ejemplo 2
Caracteristicas de los mutantes de B-lactoglobulina monoméricos recombinantes

En este ejemplo, se construyeron los mutantes de p-lactoglobulina (BLG) monoméricos recombinantes que contenian
sustituciones de aminoacidos y se caracterizaron sus propiedades de unién a anticuerpo de IgE anti-BLG (D1). Sakurai
y Goto (2002) han estudiado el equilibrio monédmero-dimero de BLG como modelo de interaccién proteina-proteina.

I. Construccion de mutantes de B-lactoglobulina monoméricos

Para la construccion de mutantes de BLG monoméricos se realizaron las siguientes sustituciones de aminoacidos:
H146P, R148P, S150P y H146P/R148P/S150P (mutante triple) (SEQ ID NO: 1-4). Anteriormente, el ADNc que codifica
para la BLG dimérica recombinante se clond en el vector de expresion bacteriano pKKtac. Las sustituciones de
aminoacidos se sometieron a amplificacion por PCR utilizando el cebador A de extremo 5' y los cebadores B-E de
extremo 3' (tabla 1). Se uso el cebador B para H146P, el cebador C para R148P, el cebador D para S150 y el cebador
E para la sustitucion de H146P/R148P/S150P. La amplificacion por PCR se llevé a cabo utilizando las condiciones de
“touch-down”: primero 2 min a 95°C, luego 25 ciclos de 1 min a 94°C para la desnaturalizacion, 30 s a 70°C y
disminuyendo 0,7°C por ciclo para el apareamiento y 2 min a 70°C para alargamiento seguido de 20 ciclos de 1 min a
94°C, 30 s a 55°C y 2 min a 72°C seguido de 1 ciclo de 10 min a 72°C.

Los ADNc amplificados resultantes de los mutantes de BLG monoméricos se clonaron en el vector de expresion
bacteriano (pKKtac) utilizando sitios de clonacion Ncol y Hindlll (figura 4) y luego se transformaron en E. coli RV308.
Los mutantes de BLG monoméricos que contenian la etiqueta de hexahistidinilo C-terminal se produjeron de manera
bacteriana a gran escala (1 litro) para la purificacién por IMAC. Debido a que los mutantes de BLG recombinantes se
secretaron en el espacio periplasmico de E. coli pero no en los medios de cultivo, los periplasmas se aislaron y luego
se sometieron a una columna de Sepharose con niquel inmovilizado. Los mutantes de BLG monoméricos purificados
eran de una pureza sustancial.

Il. Caracterizacion de los mutantes de B-lactoglobulina monoméricos

Las propiedades de unién del anticuerpo de IgE anti-BLG (D1) a los mutantes de BLG monomeéricos purificados se
analizaron mediante ELISA competitivo.

Primero, se incubaron cantidades crecientes de la BLG nativa no biotinilada (nBLG) y mutantes de BLG monoméricos
con el fragmento Fab D1 de IgE, y luego las mezclas de reaccién se aplicaron a pocillos de placas de microtitulacion
de estreptavidina recubiertos con BLG biotinilada. La figura 5 muestra el resultado del ELISA competitivo. En el caso
de BLG nativa y mutantes de BLG H146P, R148P y S150P monoméricos utilizados como competidor la union del Fab
D1 de IgE a la B-lactoglobulina biotinilada podria inhibirse.

I1l. Mediciones de dicroismo circular

El dicroismo circular (CD) puede usarse para determinar si una proteina se pliega adecuadamente y para comparar
ademas estructuras de diferentes mutantes de la misma proteina. Para mediciones de dicroismo circular (CD), el
tampon de todos las rBLG se intercambié por Hepes 5 mM (pH 7,4) usando dialisis. El espectro de UV lejano de la
BLG nativa (nBLG, Sigma), y de los mutantes de BLG H146P, R148P y S150P monoméricos se midié con el
espectropolarimetro Jasco J-715 a +20°C, controlado con un termostato Peltier (Jasco PTC-348WI) usando una celda
de cuarzo de 1 mm. Las concentraciones de las proteinas eran de 1 mg/ml para nBLG, 0,50 mg/ml para H146P, 0,20
mg/ml para R148P y 0,23 mg/ml para el mutante de BLG S150. Los espectros de CD mostrados son promedios de
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tres mediciones (figura 6). Segun los espectros de CD, los mutantes de BLG monoméricos recombinantes (excepto el
mutante triple) muestran una estructura similar en comparacion con la BLG nativa (nBLG).

Ejemplo 3
Funcionalidad de mutantes de BLG monoméricos para la liberacién de histamina

La induccién de la liberacion in vitro de histamina a partir de leucocitos baséfilos por nBLG y mutantes de BLG
monoméricos se analizé mediante EIA de liberacion de histamina utilizando baséfilos separados y sensibilizados,
seguido de ELISA de histamina (LD-BA).

Se us6 sangre completa (25 ml) de un donante alérgico no lacteo para el aislamiento de los leucocitos. Los glébulos
rojos se lisaron mezclandolos con un tampoén de lisis (NH4Cl 155 mM, NHsHCO3 10mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,4),
incubando 15 min en hielo y luego centrifugando con 450 x g durante 10 min a TA. El sobrenadante se descart6 y el
sedimento celular se lisé de nuevo como anteriormente. Finalmente, el sedimento de células blancas se lavé una vez
con PBS estéril y NaCl al 0,9% (p/v) y se contd el nimero de células mediante un hemocitometro. Luego, las moléculas
de IgE unidas se separaron de los baséfilos incubandolos en un tampon de separacion de 5 ml (4cido lactico 13,4 mM,
NaCl 140 mM, KCI 5 mM, pH 3,9) durante 3,5 min. Las células separadas se lavaron con tampén Hepes [Hepes 20
mM, NaCl 132 mM, KCI 6 mM, MgSO4 1 mM, K2HPO4 1,2 mM, glucosa 5,5 mM, albumina de suero humano al 0,5%
(p/v, Sigma A3782), pH 7,4]. Finalmente, se resuspendieron las células en 600 pl de tampon Hepes y se dividieron en
dos tubos: tubo de P3 (+) (400 ul) y tubo de control negativo (-) (200 ul). Para la sensibilizacién de las células por
suero de IgE alérgico a la leche, se incubaron con la siguiente mezcla de sensibilizacion: 100 ul de suero de P3 alérgico
a la leche (+) o 50 pl de suero de un donante no alérgico (-), EDTA 4 mM en un volumen total de 0,5 ml durante 90
min a +37°C. Después de la sensibilizacién, se afiadieron 2 ml de tampén Hepes a las células y se lavaron dos veces
con tampdn Hepes. Se permitid que las células se recuperaran en tampén Hepes con CaClz 1 mM durante 30 min a
+37°C. Los volimenes de muestra se ajustaron con un tampon Hepes con CaClz 1 mM tal como sigue: 8 ml de células
de P3 (+) y 4 ml de células de control negativo (-) (aproximadamente 2,2 x 10° células/ml).

El ensayo de liberacion de histamina se realiz6 usando un kit complementario para la liberaciéon de histamina (Labor
Diagnostika Nord GmbH & Co. KG, n.° de catalogo BA 10-1100). Para la liberacién total de histamina, se mezclaron
30 ul de células separadas y sensibilizadas con 270 ul de tampdn de liberacion y se incubaron durante 10 min a 90°C.
Las muestras se centrifugaron durante 10 min con 700 x g y se extrajeron 50 pl del sobrenadante para la acilacion.
Para la liberacion de histamina inducida por alérgenos, se diluyeron los alérgenos (nBLG, rBLG y sus mutantes) a las
concentraciones de 0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml y 0,001 mg/ml en el tampon de liberacién (Vtot = 500 ul). Luego se
mezclaron 150 ul de cada dilucion de alérgeno y 150 ul de suspension celular o 150 ul de tampoén de liberacion y
150 pl de suspension celular (para liberacion espontanea) o 150 pl de antisuero de anti-Igg (1 pg/ml) y 150 ul de
suspension celular (como control positivo) y se incubaron durante 60 min a +37°C. Con el fin de detener la reaccion
de liberacion, se incubaron las muestras durante 10 min en hielo y luego se centrifugaron durante 10 min con 700 x g.
Para la acilacion de la histamina liberada, se utilizaron 50 ul del sobrenadante transparente.

La histamina liberada se midi6 mediante ELISA de histamina (Labor Diagnostika Nord GmbH & Co. KG, namero de
catalogo BA 10-1000). En el ELISA, la histamina se derivatizd cuantitativamente a N-acilhistamina que se unid a la
fase sélida de la placa de microtitulacion. La histamina liberada y acilada y la acilhistamina unida a la fase sélida
compitieron por un numero fijo de sitios de union a IgE de antisuero. Cuando el sistema estuvo en equilibrio, se retiraron
el antigeno libre y los complejos de antigeno libre-antisuero mediante la etapa de lavado. El anticuerpo unido a la
histamina en fase sdlida se detecté mediante anticuerpo anti-cabra conjugado con peroxidasa. La reaccion del sustrato
TMB/peroxidasa se monitorizé a 450 nm. La cantidad de anticuerpo unido a la histamina en fase solida era
inversamente proporcional a la concentracién de histamina liberada de la muestra. La acilacion de las muestras y el
inmunoensayo se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante (Labor Diagnostika Nord GmbH & Co. KG, n.°
de catédlogo BA 10-1000). Las concentraciones de histamina de las muestras se leyeron directamente a partir de la
curva patron y el resultado de la histamina total se multiplico por el factor 5. Con respecto a la concentracion total de
histamina (100%), las concentraciones de histamina inducidas por alérgeno también se calcularon en tanto por ciento.

La figura 7A muestra que la condicién global de las células utilizadas para el ensayo de liberacion de histamina. Segun
el protocolo del fabricante, la liberacién espontanea debe dar valores < 5% y la muestra de control positivo > 5% de la
liberacion total de histamina. En la figura 7 B se muestra la liberacion de histamina de la nBLG y los mutantes de BLG
monoméricos recombinantes. La nBLG dimérica desencadend la liberacion de histamina de alto nivel, mientras que
los mutantes monoméricos mostraron niveles de liberacion de histamina notablemente mas bajos. Estos resultados
demuestran que los mutantes de BLG monoméricos se comportan en un ensayo funcional tal como se esperaba.

ELISA de tipo sandwich

Se recubrieron los pocillos de placa de microtitulacion (Nunc) con 1 ug de Fab D1 anti-BLG durante 16 horas a +4°C.
Para la prevencién de la union inespecifica a los pocillos, se blogquearon con 200 ul de BSA-PBS al 0,5% durante 1
hora a temperatura ambiente. Se afiadieron las BLG (nativa 0 mutantes monoméricos recombinantes) a los pocillos a
las concentraciones de 100, 10 y 1 ug/ml en BSA-PBS al 0,5% y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente.
Después de la etapa de lavado, se afadié scFv D1 anti-BLG que contenia etiqueta de myc (dilucién 1:1000) a los
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pocillos, se incubé durante 1 h a temperatura ambiente. El scFv D1 unido se detect6 utilizando anticuerpo anti-myc de
ratén (clon 9E10, ATCC n.° CRL-1729) y anticuerpo de Ig anti-ratdn conjugado con AFOS (Bio-Rad). Como control
negativo, en este ensayo se utilizé un mutante triple de BLG (T18Y, E45Y, L57Y).

Esta configuracion de ELISA de tipo sandwich muestra que los mutantes de BLG H146P, H148P y S150P
recombinantes son monoméricos de una manera dependiente de la concentracion. A alta concentracion (100 pg/ml),
los mutantes de BLG se comportan como dimeros, pero a concentraciones mas bajas (10 pg/ml) hay monémeros que
no pudieron ser reconocidos mediante el ELISA de tipo sandwich en el que el fragmento Fab D1 se recubri6 en los
pocillos y se us6 la fusion de scFv D1-myc para la deteccién, mientras que la BLG nativa dimérica todavia se detecto
claramente a la concentracion de 10 pg/ml. Esto demuestra que en altas concentraciones los mutantes de rBLG forman
dimeros transitorios mientras que en bajas concentraciones los mutantes de BLG estan como monémeros, por lo tanto,
estos no pueden ser reconocidos por el anticuerpo especifico de BLG en un ELISA de tipo sandwich.

Ejemplo 4

Las coordenadas de las estructuras cristalinas tridimensionales resueltas de los alérgenos Bos d 5, Bet v 1, Bet v 2,
Equc 1, Apim1,Phip1, Derp1l, Derp2, Feld1, Apig 1, Che a 3y Apl m 5 se utilizaron para analizar visualmente
el empaquetamiento molecular de alérgenos usando software de graficos moleculares (PYMOL (DelLano 2002), O
(Jones et al. 1991) y XTALVIEW (McRee, 1999)). En el andlisis, el objetivo era encontrar un eje de simetria rotacional
entre las moléculas de alérgeno y la zona de contacto mondmero-mondmero correspondiente (véase la figura 1). En
la figura 3 se muestra un ejemplo de mutantes sugeridos en la zona de contacto monémero-monémero encontrada de
12 dimeros de alérgeno simétricos.

Tabla I: Cebadores utilizados para la amplificacién por PCR de los mutantes de BLG monomeéricos.
A 5" -GCGCCGACATCATAACGGTTC -3
B: 5" -ACCTGAAGCTTAATGGTGATGGTGATGATGAATATGGCACTGTTCTT

CCAGCTGGGTCGGGTTAAAGCTCAGACGAATCGGCATCGGCAGC -3’

C: 5" -ACCTGAAGCTTAATGGTGATGGTGATGATGAATATGGCACTGTTCTT

CCAGCTGGGTCGGGTTAAAGCTC AGCGGAATATGCATC -3’

D: 5" -ACCTGAAGCTTAATGGTGATGGTGATGATGAATATGGCACTGTTCTT

CCAGCTGGGTCGGGTTAAACGGC AGACGAATATG -3’

E: 5" -ACCTGAAGCTTAATGGTGATGGTGATGATGAATATGGCACTGTTCTT

CCAGCTGGGTCGGGTTAAACGGCAGCGGAATCGGCATCGGCAGC -3’

Tabla 2. Zonas de contacto monémero-mondmero detectadas en alérgenos.

alérgeno estado de zona de codigo especie nombre comdn tipo de alérgeno
oligomerizacion contacto PDB
monomero-
monodmero (A2)

Prup 3 4 4010 2B5S Prunus Persica melocoton alimentos

hongos
Aspf6 4 3360 1KKC Aspergillus fumigatus (mohos)
Phlp 7 2 2569 1K9U Phleum pratense fleo hierba poales
Gly m lectina 4 2380 1SBF Glycine max haba de soja alimentos
Ratn 1 4 2334 2A2G Rattus norvegius rata (orina) animales
Phip1 2 1368 IN10 Phleum pratense fleo hierba Poales
Feld1 2 1239 2EJN Felis domesticus gato

cucaracha

Blag?2 2 1149 1YGY9 Blatella germanica alemana insectos
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Valtion teknillinen tutkimuskeskus
<120> Método para producir hipoalérgenos novedosos para inmunoterapia
<130> 47548
<160> 4
<170> Patentln version 3.1
<210>1
<211> 162
<212> PRT
<213> Bos taurus

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<223> Secuencia de amino&cidos de beta-lactoglobulina H146P recombinante

<400> 1

Leu Ile Val Thr Gln Thr Met Lys Gly Leu Asp Ile Gln Lys Val
1 5 10 15

Gly Thr Trp Tyr Ser Leu Ala Met Ala Ala Ser Asp Ile Ser Leu
20 25 30

Asp Ala Gln Ser Ala Pro Leu Arg Val Tyr Val Glu Glu Leu Lys
35 40 45

Thr Pro Glu Gly Asp Leu Glu Ile Leu Leu Gln Lys Trp Glu Asn
50 55 60

Glu Cys Ala Gln Lys Lys Ile Ile Ala Glu Lys Thr Lys Ile Pro
65 70 75
Val Phe Lys Ile Asp Ala Leu Asn Glu Asn Lys Val Leu Val Leu

85 90 95

Thr Asp Tyr Lys Lys Tyr Leu Leu Phe Cys Met Glu Asn Ser Ala
100 105 110

Pro Glu Gln Ser Leu Ala Cys Gln Cys Leu Val Arg Thr Pro Glu
115 120 125

Asp Asp Glu Ala Leu Glu Lys Phe Asp Lys Ala Leu Lys Ala Leu
130 135 140

Met Pro Ile Arg Leu Ser Phe Asn Pro Thr Gln Leu Glu Glu Gln
145 150 155

His Ile

<210> 2

<211> 162
<212> PRT
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<213> Bos taurus

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<223> Secuencia de aminoacidos de beta-lactoglobulina R148P recombinante

<400> 2

Leu Ile Val Thr Gln Thr Met Lys Gly Leu Asp Ile Gln Lys Val Ala
1 5 10 15

Gly Thr Trp Tyr Ser Leu Ala Met Ala Ala Ser Asp Ile Ser Leu Leu
20 25 30

Asp Ala Gln Ser Ala Pro Leu Arg Val Tyr Val Glu Glu Leu Lys Pro
35 40 45

Thr Pro Glu Gly Asp Leu Glu Ile Leu Leu Gln Lys Trp Glu Asn Gly
50 55 60

Glu Cys Ala Gln Lys Lys Ile Ile Ala Glu Lys Thr Lys Ile Pro Ala
65 70 75 80

Val Phe Lys Ile Asp Ala Leu Asn Glu Asn Lys Val Leu Val Leu Asp
85 90 95

Thr Asp Tyr Lys Lys Tyr Leu Leu Phe Cys Met Glu Asn Ser Ala Glu
100 105 110

Pro Glu Gln Ser Leu Ala Cys Gln Cys Leu Val Arg Thr Pro Glu Val
115 120 125

Asp Asp Glu Ala Leu Glu Lys Phe Asp Lys Ala Leu Lys Ala Leu Pro
130 135 140

Met His Ile Pro Leu Ser Phe Asn Pro Thr Gln Leu Glu Glu Gln Cys
145 150 155 160

His Ile

<210>3

<211> 162

<212> PRT

<213> Bos taurus

<220> )

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

<223> Secuencia de aminoéacidos de beta-lactoglobulina S150P recombinante

<400> 3

13
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Leu Ile Val Thr Gln Thr Met Lys Gly Leu Asp Ile Gln Lys Val Ala

Gly Thr Trp Tyr Ser Leu Ala Met Ala Ala Ser Asp Ile Ser Leu Leu
20 25 30

Asp Ala Gln Ser Ala Pro Leu Arg Val Tyr Val Glu Glu Leu Lys Pro
35 40 45

Thr Pro Glu Gly Asp Leu Glu Ile Leu Leu Gln Lys Trp Glu Asn Gly
50 55 60

Glu Cys Ala Gln Lys Lys Ile Ile Ala Glu Lys Thr Lys Ile Pro Ala
65 70 75 80

Val Phe Lys Ile Asp Ala Leu Asn Glu Asn Lys Val Leu Val Leu Asp
85 90 95

Thr Asp Tyr Lys Lys Tyr Leu Leu Phe Cys Met Glu Asn Ser Ala Glu
100 105 110

Pro Glu Gln Ser Leu Ala Cys Gln Cys Leu Val Arg Thr Pro Glu Val
115 120 125

Asp Asp Glu Ala Leu Glu Lys Phe Asp Lys Ala Leu Lys Ala Leu Pro
130 135 140

Met His Ile Arg Leu Pro Phe Asn Pro Thr Gln Leu Glu Glu Gln Cys
145 150 155 160

<210>4

<211> 162
<212> PRT
<213> Bos taurus

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<223> Secuencia de aminoacidos de beta-lactoglobulina H146P / R148P / S150P (triple mutante) recombinante

<400> 4
Leu Ile Val Thr Gln Thr Met Lys Gly Leu Asp Ile Gln Lys Val Ala

1 5 10 15

Gly Thr Trp Tyr Ser Leu Ala Met Ala Ala Ser Asp Ile Ser Leu Leu
20 25 30

14



Asp

Thr

Glu

65

val

Thr

Pro

Asp

Met
145

Ala

Pro

50

Cys

Phe

Asp

Glu

Asp

130

Pro

Ile

Gln

35

Glu

Ala

Lys

Tyr

Gln

115

Glu

Ile

Ser

Gly

Gln

Ile

Lys

100

Ser

Ala

Pro

Ala

Asp

Lys

Asp

85

Lys

Leu

Leu

Leu

Pro

Leu

Lys

70

Ala

Tyr

Ala

Glu

Pro
150

Leu

Glu

55

Ile

Leu

Leu

Cys

Lys

135

Phe

Arg

40

Ile

Ile

Asn

Leu

Gln

120

Phe

Asn
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Val

Leu

Ala

Glu

Phe

105

Cys

Asp

Pro

Tyr

Leu

Glu

Asn

90

Cys

Leu

Lys

Thr

Val

Gln

Lys

75

Lys

Met

Val

Ala

Gln
155

Glu

Lys

60

Thr

Val

Glu

Arg

Leu

140

Leu

15

Glu

45

Trp

Lys

Leu

Asn

Thr

125

Lys

Glu

Leu

Glu

Ile

Val

Ser

110

Pro

Ala

Glu

Lys

Asn

Pro

Leu

95

Ala

Glu

Leu

Gln

Pro

Gly

Ala

80

Asp

Glu

Val

Pro

Cys
160
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REIVINDICACIONES
Método para seleccionar candidatos de hipoalérgenos para inmunoterapia que comprende las etapas de:

a) alterar el area superficial de un polipéptido alergénico seleccionado del grupo que consiste en: Api m 1y Api
m 4, en donde dicha area superficial es una zona de contacto monémero-mondémero con un area de menos de
850 A2 en relacion con la formacion de dimeros con el fin de inactivar o reducir la capacidad natural del polipéptido
para formar dimeros, en donde el area superficial de dicho polipéptido en relacién con la formacién de dimeros
se altera mediante mutagénesis dirigida del acido nucleico que codifica para dicho polipéptido para producir
sustituciones de aminoacidos a dicho polipéptido;

b) someter a prueba in vitro el polipéptido alterado obtenido de la etapa a) para su capacidad de activar la
liberacion de histamina u otros mediadores de reacciones alérgicas de leucocitos basofilos o mastocitos
humanos, en donde esos polipéptidos alterados que no activan la liberacion de histamina o dichos otros
mediadores o activan la liberacion de histamina o dichos otros mediadores menos que el polipéptido de origen
se consideran candidatos de hipoalérgeno para inmunoterapia; y

¢) comprobar in vitro que un anticuerpo de IgE especifico para dicho polipéptido alergénico todavia se une al
polipéptido alterado obtenido de la etapa a) y sometido a prueba en la etapa b) para confirmar que dicho
polipéptido alterado tiene una estructura similar a la nativa, capacidad para prevenir la reticulacion de los
complejos IgE-FceRI en un mastocito o anticuerpos de superficie basdfilos y potencial inmunogénico para
desarrollar anticuerpos de IgG protectores.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8

Mutante de BLG H146P monomérico Mutante de BLG R148P monomeérico

2,69875 2,69875

2,49875 2,49875

2,29875 — B 100pg/mi 2,29875 | W 100ug/ml

&1 10pg/m

w 209875 0 tughrd A405 ) 09875 | & 10ug/mi
g 3 1ug/mi
< 1,89875 1,89875 Hg

1,69875 — T 1,69875 A

1,48875 {— 149875 A

1,28875 1,20875

nativo H146 triple nativo R148 triple
Mutante de BLG $150P monomeérico
2,69875
2,49875
2,29875 m 100pg/m
:%9875 @ 10ug/mi

1,89875 0 ug/m
1,69875 T-
1,49875 1
1,29875 J r T

nativo 5150 triple

24



ES 2732206 T3

Figura 9 Alérgeno
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