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RE SUMO
"DERIVADOS DO PHL P 5A COM UMA ALERGENICIDADE REDUZIDA E
UMA REACTIVIDADE MANTIDA COM AS CELULAS T"

A presente invencdo é relativa a producdo e a utilizacédo de
variantes dos alergénios do grupo 5 da Pooideae,
caracterizadas por uma reduzida reactividade com as IgE em
comparacdo com os alergénios conhecidos do tipo selvagem e,
ao mesmo tempo, por uma reactividade em grande medida
mantida com os linfécitos T. E possivel utilizar estas
variantes hipoalergénicas de alergénios na imunoterapia
especifica (hipossensibilizacédo) de doentes com alergia ao
pdlen das gramineas ou na imunoterapia preventiva de

alergias aos pbdlenes das gramineas.
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DESCRICAO
"DERIVADOS DO PHL P 5A COM UMA ALERGENICIDADE REDUZIDA E

UMA REACTIVIDADE MANTIDA COM AS CELULAS T"

A presente invencdo é relativa a producdo e a utilizacédo de
variantes do alergénio principal Phl p 5a do pbdlen do rabo-
de-gato (Phleum pratense), que apresentam uma menor
reactividade com as IgE do que o alergénio conhecido do
tipo selvagem, assim como uma reactividade em grande medida
mantida com os linfdécitos T, caracterizadas por uma regiao,
que corresponde a regido da sequéncia de aminoédcidos 94 -
113 do Phl p 5a, ou as regides que correspondem as regides
das sequéncias de aminoacidos 94 - 113 e 175 - 198 do Phl p
5a, faltar(em) comparativamente aos alergénios conhecidos

do tipo selvagem.

E  possivel utilizar estas variantes de alergénios
hipoalergénicas na imunoterapia especifica
(hipossensibilizacdo) de doentes com alergia ao pdblen das
gramineas, ou na 1imunoterapia preventiva das alergias ao

pdlen das gramineas.

Antecedentes da invencgao

As alergias do tipo 1 sédo significativas a nivel mundial.
Até 20% da populacdo nos paises industrializados padecem de
problemas como rinite alérgica, conjuntivite e bronquite
asmatica. Estas alergias sdo provocadas pelos alergénios
que se encontram no ar (aeroalergénios), libertados por
fontes de diferentes origens, tais como pdblenes das
plantas, é&caros, cdes ou gatos. Até 40% destes individuos
alérgicos do tipo 1 mostram em torno uma reactividade IgE

especifica aos alergénios dos pdlenes das dgramineas



(Freidhoff et al., 1986, "J. Allergy Clin. Immunol." 78,
1.190-2.002).

No caso das substancias que desencadeiam a alergia do tipo
1, estas serédo proteinas, glicoproteinas ou polipéptidos.
Estes alergénios reagem, apds absorcdo através das mucosas,
com as moléculas de IgE ligadas na superficie dos
mastbdcitos das pessoas sensibilizadas. Se duas moléculas
IgE forem interligas por um alergénio, isto levard a
libertacéao de mediadores (por exemplo, histamina,
prostaglandinas) e citocinas através das células efectoras

e, com isso, aos respectivos sintomas clinicos.

Fm funcdo da frequéncia relativa com que as diferentes
moléculas de alergénios reagem com o0s anticorpos IgE de
individuos alérgicos, é feita a distincdo entre alergénios

principais e alergénios secundarios.

No caso do rabo-de-gato (Phleum pratense), identificou-se
até a data o Phl p 1 (Petersen et al., 1993, “J. Allergy
Clin. Immunol.” 92: 789 - 796), o Phl p 5 (Matthiesen e
Lowenstein, 1991, “Clin. Exp. Allergy” 21: 297 - 307;
Petersen et al., 1992, “Int. Arch. Allergy Immunol.” 98:
105 - 109), o Phl p 6 (Petersen et al., 1995, “Int. Arch.
Allergy Immunol.” 108, 49 - 54), o Phl p 2/3 (Dolecek et
al., 1993, FEBS 335 (3), 299 - 304), o Phl p 4 (Haavik et
al., 1985, ™“Int Arch. Allergy Appl. Immunol.” 78: 260 -
268; Valenta et al., 1992, “Int. Arch. Allergy Immunol.”

97: 287 - 294, Fischer et al., 19926, “J Allergy Clin.
Immunol.” 98: 189 - 198) e o Phl p 13 (Suck et al., 2000,
“Clin. Exp. Allergy” 30: 324 - 332; Suck et al., 2000,
“Clin. Exp. Allergy” 30: 1.395 - 1.402) como alergénios

principais.



Os alergénios principais do rabo-de-gato (Phleum pratense)
dominantes sdo o Phl p 1 e o Phl p 5, encontrando-se o Phl
p 5 em duas formas, ba e 5b, diferentes em termos da
respectiva massa molecular, que sdo codificadas por genes
independentes. As sequéncias de aminoacidos derivadas tanto
do Phl p 5a como do Phl p 5b puderam ser determinadas por
meio da técnica do ADN recombinante. O Phl p b5a é uma
proteina de cerca de 32 kDa e reage com 0s anticorpos IgE
de 85 - 90% dos individuos alérgicos ao pdlen das
gramineas. O Phl p b5a existe numa série de variantes
homélogas, que se distinguem entre si por mutacdes pontuais
e que, provavelmente, correspondem a diferentes formas
alélicas. Os pdlenes das espécies de gramineas aparentadas,
como, por exemplo, Lolium perenne, Poa pratensis, entre
outras, contém alergénios que s&o homdélogos do Phl p ba e
que sdo denominados em conjunto alergénios do grupo 5. A
grande homologia estrutural destes alergénios do grupo 5
das variedades de gramineas leva a uma correspondente
elevada reactividade cruzada das moléculas com  Os
anticorpos IgE dos individuos alérgicos aos pdlenes das

gramineas.

Uma preparacdo cléassica para o tratamento terapéutico
eficaz de alergias é representada pela hipossensibilizacéo
ou pela imunoterapia especifica (Fiebig, 1995, “Allergo J.”
4 (6): 336 - 339, Bousquet et al., 1998, “J. Allergy Clin.
Immunol.” 102 (4): 558 - 562). Neste caso, injecta-se por
via subcuténea no doente extractos de alergénios naturais
em doses crescentes. Em todo o caso, existe neste método o
risco de reaccdes alérgicas ou até mesmo de choque
anafiladtico. De modo a minimizar estes riscos, utiliza-se
preparados 1novadores na forma de alergbides. Trata-se
neste caso de extractos de alergénios quimicamente

modificados, que apresentam uma reactividade com as IgE



claramente reduzida, mas contudo uma reactividade idéntica
com as células T, em comparacao com o extracto nao

manipulado (Fiebig, 1995, "Allergo J." 4 (7): 377 - 382).

Outra grande optimizacdo terapéutica seria possivel com
alergénios produzidos de forma recombinante. Determinados
cocktails, eventualmente personalizados para corresponder
ao modelo de sensibilizacdo individual do doente, de
alergénios altamente puros produzidos de forma recombinante
poderiam libertar extractos de fontes naturais de
alergénios, visto estes conteremn, além dos diversos
alergénios, um grande numero de coproteinas imunogénicas

mas ndo alergénicas.

Perspectivas realisticas de se conseguir uma
hipossensibilizacdo segura com produtos de expressao
recombinantes sdo possiveis com alergénios recombinantes
que sofreram mutacdo de forma dirigida, nos gquails séo
delectados de forma especifica os epitopos IgE, sem afectar
os epitopos das células T essencials a terapia (Schramm et

al., 1999, “J. Immunol.” 162: 2.406 — 2.414).

Outra possibilidade de influenciar em termos terapéuticos o
equilibrio afectado das células auxiliares T nos individuos
alérgicos consiste no tratamento com ADN capaz de
expressao, que codifique 0s alergénios relevantes
(vacinacdo 1imunoterapéutica com ADN). A primeira prova
experimental da influéncia especifica de alergénios na
resposta imunitdria por uma vacina de ADN deste tipo foi
apresentada em roedores, através da 1injeccdo de ADN que
codifica alergénios (Hsu et al., 1996, “Nature Medicine” 2

(5): 540 - 544).



O objectivo na base da presente invencdo consistiu entdo na
preparacao de novas variantes do alergénio do grupo 5 Phl p
5a ao nivel proteico e do ADN, que, mantendo em grande
medida a reactividade com as células T, se distinguissem
por uma reduzida actividade com as IgE e, por 1isso, se
adequassem a 1munoterapia especifica e a vacinacéo

imunoterapéutica com ADN.

Figuras

Figura 1l: Alinhamento de regides relevantes de sequéncias
de ADNc hombélogas do Phl p b5a de espécies da Pooideae:
Lolium perenne (Lol p), Poa pratensis (Poa p) Triticum
aestivum (Tri a) e Hordeum vulgare (Hor v)

Numeracdo: posicdes dos nucledtidos das insercdes de ADN
Sequéncias dos Phl p 5a, Poa p 5 e Lol p 5: sequéncias de
ADNc da base de dados “GenBank” do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), Bethesda, EUA

As sequéncias Hor v e Tri a: sequéncias EST da base de
dados EST do Institute for Genomic Research (TIGR),
Rockville, EUA

Moldura preta: identidade da sequéncia em relacdo ao Phl p
ba (em relacdo ao GenBank AJ555152)

Moldura a ponteado: deleccédo correspondendo aos aminoacidos
94 - 113 (em relacdo ao GenBank Aj555152)

Moldura a tracejado: deleccéao correspondendo aos

aminoacidos 175 - 198 (em relacdo ao GenBank AJ555152)

Figura 2: Alinhamento de sequéncias de aminoéacidos
homélogas do Phl p 5a (regides relevantes das sequéncias,
derivadas de sequéncias de ADN) de espécies da Pooideae:
Lolium perenne (Lol p), Poa pratensis (Poa p) Triticum
aestivum (Tri a) e Hordeum vulgare (Hor v)

Numeracdo: posicdes dos nucledtidos das insercdes de ADN



Sequéncias dos Phl p 5a, Poa p 5 e Lol p 5: sequéncias de
ADNc da base de dados “GenBank” do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), Bethesda, EUA

As sequéncias Hor v e Tri a: sequéncias EST da base de
dados EST do Institute for Genomic Research (TIGR),
Rockville, EUA

Moldura a preto: identidade da sequéncia em relacdo ao Phl
p 5a (em relacdo ao GenBank AJ555152)

Moldura a ponteado: deleccdo correspondendo aos aminoacidos
94 - 113 (em relacdo ao GenBank AJ555152)

Moldura a tracejado: deleccéao correspondendo aos

aminoacidos 175 - 198 (em relacdo ao GenBank AJ555152)

Figura 3: SDS-PAGE de mutantes de deleccido purificados na
forma de proteinas de fusédo histidina

1) Marcador

2) rPhl p 5a wt (His)

3) Phl p 5a DM-D94 - 113 (His)

4) Phl p 5a DM-D94 - 113, 175 - 198 (His)

5) Phl p 5a DM-D175 - 198 (His)

6) Marcador

Figura 4: SDS-PAGE das proteinas de ndo fusédo purificadas
Phl p 5a DM-D94 - 113, 175 - 198 e rPhl p 5a wt (em cima) e
teste de identidade com anticorpos aPhl p 5 (em baixo)

O aPhl p 5 mAb alfa-1D11 liga a regido 175 - 198 (apenas o
rPhl p 5a wt & positivo)

O aPhl p ba mAb alfa-3B2 liga um epitopo comum as duas
moléculas Phl p 5a (as duas proteinas positivas)

(mAb: anticorpo monoclonal)

Figura 5: SEC analitica do mutante de deleccdo Phl p 5a DM-
D94 - 113, 175 - 198 e do tipo selvagem do Phl p b5a

recombinante (proteinas de ndo fusédo purificadas)



Coluna: Superdex 75 HR10/30 (Amersham Biosciences, Uppsala,
Suécia)
Agente de controlo da fluidez: PBS

Seta: volume excluido

Figura 6: Focagem isoeléctrica ndo desnaturante do mutante
de deleccdo Phl p 5a DM-D94 - 113, 175 - 198 e do tipo

selvagem do Phl p ba recombinante (proteinas de nado fuséo

purificadas)
1) marcador IEF
2) rPhl p ba wt

3) Phl p 5a DM-D%94 - 113, 175 - 198
pl rPhl p 5a wt = 8.7
pl rPhl p 5a DM-D94 - 113, 175 - 198 = 6.4

Figura 7: Teste das tiras para testar a capacidade de
ligacdo a IgE dos mutantes de deleccdo Phl p 5a (néo
desnaturante)

P: Soros de individuos alérgicos aos pdlenes das gramineas

clinicamente definidos

Figura 8: Deteccdo da reduzida reactividade com as IgE dos
mutantes de deleccdo Phl p 5a, por meio do teste de
inibicdo EAST com doils soros individuais representativos (a
e b) e um pool de soros (c)

Crn. FPhip Bawt
D PN D Sawt {His}

— &5 FEp G2 DM-AS4-T13 (His)
& Phip S8 DMRATYE198 (His)

. PR Ba DWM-ARA-113, 175188
—~}~ Phip Sa DM-ASA-113, 175188 (His)

P: Soros de individuos alérgicos aos pdlenes das gramineas

clinicamente definidos



Figura 9: Deteccdo da hipoalergenicidade do mutante de
deleccdo, do Phl p ba, Phl p 5a DM-D94 - 113, 175 - 198 por
meio do teste de activacdo de basdéfilos com os basdéfilos de
seis individuos diferentes alérgicos aos pdblenes das

gramineas (P)

Descrigao detalhada da invencg¢ao

Mutagénese e clonagem de sequéncias de ADNc

O ponto de partida para as variantes do Phl p b5a
hipoalergénicas - particularmente preferidas de acordo com
a invencdo - é o ADNc de uma isoforma do tipo selvagem do
Phl p ba, que foi isoclado com primers (iniciadores)
especificos através da reaccdo em cadeia de polimerase
(PCR) a partir do ADNc total dos pdlenes do rabo-de-gato
(Phleum pratense) (NCBI (National Center for Biotechnology
Information, Bethesda, EUA) numero do GenBank AJ555152)
(SEQ ID NO 1). A partir da sequéncia de ADNc, foi possivel
derivar a sequéncia de aminocacidos de acordo com a SEQ ID
NO 2. O Phl p ba, composto por 284 aminoadcidos, foi
expresso em E. coli a nivel citosdlico como proteina
soluvel e, em seguida, purificado. Esta forma do tipo
selvagem recombinante do Phl p 5a (rPhl p 5a wt) reage com
os anticorpos anti-Phl p 5 monoclonais e com os anticorpos
IgE dos individuos alérgicos aos pdlenes das gramineas, dque
apresentavam uma reactividade com o Phl p 5a natural

purificado (nPhl p 5a).

A partir do ADNc descrito do rPhl p 5a wt, produziu-se uma
série de diferentes variantes de deleccdo (mutantes de
deleccdo) através de processos de restricdo/de ligacdo e
PCR, e fez-se a sua 1ligacdo ao vector de expresséao

pProExHTa (Invitrogen, Carlsbad, EUA). Delectou-se seccdes



com um comprimento de 6 a 72 bp, distribuidas ao longo de
toda a sequéncia da molécula de ADNc, tendo-se assim
induzido as respectivas deleccdes nas cadeias

polipeptidicas das proteinas expressas em E. coli.

Estudou-se as variantes de deleccdo do Phl p 5a por meio de
Immunoblotting, relativamente a sua capacidade de ligacéao
aos anticorpos IgE de um pool de soros representativo de

individuos alérgicos ao pdlen das gramineas.

Neste processo, descobriu-se de forma surpreendente duas
variantes de deleccdo do Phl p 5a (a Phl p 5a DM-A94 - 113,
deleccdo dos aminoacidos 94 - 113, e a Phl p 5a DM-A175 -
198, deleccdo dos aminoéadcidos 175 - 198 do rPhl p 5a wt),
que apresentam uma reduzida ligacdo aos anticorpos IgE

(pool de soros representativo).

Estas duas deleccdes do Phl p b5a serviram de ponto de
partida para a construcdo de um mutante de deleccdo duplo,
que contém as duas deleccdes activas (o Phl p 5a DM-A94 -

113, 175 - 198).

A construcdo por engenharia genética dos Phl p 5a DM-A94 -
113, Phl p 5a DM-A175 - 198 e Phl p 5a DM-A94 - 113, 175 -
198, e a sua caracterizacdo Dbioquimica e 1imunoldgica

encontram-se seguidamente descritas.

Na construcdo da variante de deleccdo Phl p 5a DM-A94 - 113
(a SEQ ID NO 3, sequéncia do ADNc (795 bp), e a SEQ ID NO
4, sequéncia de aminoacidos (264 aa)) produziu-se primeiro
dois fragmentos a partir do ADNc do rPhl p b5a wt. O
fragmento “F1-93”, que codifica os aminocadcidos 1 - 93 do
rPhl p ba wt, foil produzido por PCR com os primers 1 e 5, e

o fragmento “F114-284” com os primers 4 e 6 (relativamente



10

as sequéncias dos primers, ver a Tab. 1). Utilizou-se os
fragmentos “F1-93” e “F114-284” noutra PCR, utilizando os
primers 1 e 4 como matriz, o que resultou na amplificacéo
de todo o ADNc que codifica a variante de deleccédo Phl p b5a
IDM-A94 - 113. A base da ligacdo dos fragmentos Y“F1-93” e
“F114-284" por PCR foi um dos dois fragmentos da regiédo
comum da sequéncia. Esta regido da sequéncia foi originada
pela amplificacdo do fragmento "F114-284" por PCR, por meio
de um oligonucledétido sense particular, gue continha na
regido 5' uma sequéncia adicional de ADN codificadora dos

aminoacidos 88 — 93 (Tab. 1).

A sequéncia de ADNc que codifica a variante de deleccédo Phl
p 5a DM-A175 - 198 (a SEQ ID NO 5, sequéncia de ADNc (783
bp), e a SEQ ID NO 6, sequéncia de aminoadcidos (260 aa))
foi gerada por restricdo e posterior 1ligacdo de dois
fragmentos de ADNc produzidos em separado. Produziu-se o
fragmento 5’-terminal “F1-174” com os primers 1 e 2 e o
fragmento 3’-terminal “F199-284” com os primers 3 e 4
através de PCR. Digeriu-se os fragmentos de ADNc com a
enzima de restricdo Spel e fez-se depois a sua ligacdo (ver
a Tab. 1). Replicou-se o produto de 1ligacdo mediante a

utilizacédo dos primers 1 e 4 através de PCR.

O ADNc da variante de deleccdo Phl p 5a DM-A94 - 113, 175 -
198 (a SEQ ID NO 7, sequéncia de ADNc (723 bp), e a SEQ ID
NO 8, sequéncia de aminoacidos (240 aa)) também foi
produzido a partir de dois fragmentos de ADNc. Gerou-se O
fragmento 5’-terminal com os primers 1 e 5 e com o ADNc do
rPhl p 5a wt como matriz, e o fragmento 3’-terminal com os
primers 4 e 6 com o ADNc do Phl p 5a DM-Al175 - 198 como
matriz. Através da regido comum da sequéncia correspondendo

aos aminodcidos 88 — 93 da proteina rPhl p 5a wt, ligou-se
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os fragmentos por meio de uma terceira PCR aos primers 1 e

4, e amplificou-se o produto.

Os ADNc que codificam os alergénios modificados foram
ligados através das interfaces de restricdo FEhel e HindIII
no vector de expressdo pProExHT (Invitrogen, Carlsbad,

FUA), e em seguida totalmente sequenciados.

A reactividade cruzada imunoldgica dos alergénios do grupo
5 da Pooideae, como, por exemplo, Poa pratensis e Lolium
perenne, tem por base uma sequéncia de aminoédcidos muito
semelhante. Assume-se dque o0sS respectivos genes tenham
origem num gene progenitor comum. Tanto no caso das
sequéncias das delecgdes NA94 - 113 e Al75 - 198 da
sequéncia proteica do Phl p 5a wt (referéncia: GenBank
AJ555152) como das regides de flanco da sequéncia existem
regides homdélogas da sequéncia nos alergénios do grupo 5 da
Pooideae. A dgrande homologia das regides em questdo da
sequéncia é detectavel tanto ao nivel da sequéncia de ADN

como da sequéncia de aminocacidos (Fig. 1 e Fig. 2).

Tabela 1: Disposicdo dos primers da PCR utilizados na

producdo das variantes de delecéo

Primer |SEQ | sentide Sequénoia {&E-»31}
iD NO
1 8 sense gee gat ola gge tac gge coeg geo
2 10 antisense gfcc ata gct agt gac age gac oft gaa gos gec
3 11 HENSB atc ta act agt acg ggo gge goc tac gaga
4 12 antisense |aac ata aag ctt toa gac tit gta goc ace agt
5 13 antisense | qua oot gga fic gge ggo ges oft gag
8 {4 Tsense  |geo goc gaa toc age fot gge geg acg oot gag
gec aag iac geo

Os pontos de restricéao Spel estéo identificados a

sublinhado
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Expressdo e purificagdo de moléculas Phl p 5a recombinantes
A expressdo das proteinas recombinantes ocorreu na forma de
proteinas de fusdo histidina com um ponto de clivagem de
protease integrado (vector de expressao pProExHT;
Invitrogen, Carlsbad, EUA), com vista a clivagem opcional
da parte de fusdo histidina (His) na Escherichia coli
(estirpe JM109). O rPhl pba wt e os mutantes de deleccéo
foram primeiro purificados pela 1ligacdo especifica dos
radicais histidina N-terminais numa matriz de gquelato de
Ni2+ (Immobilized-Metal-Ion-Affinity Chromatography), IMAC)
e, em seguida, por filtracdo em gel preparativa (Size-
Exclusion Chromatography, SEC). A pureza das proteinas
eluidas foili controlada por SDS-PAGE e SEC analitica. Os
resultados mostraram que o rPhl p 5a wt (His), o Phl p ba
DM-A94 — 113 (His); o Phl p 5a DM-A175 - 198 (His) e o Phl
p 5a DM-A94 - 113, 175 - 198 (His) puderam ser preparados
com uma malor pureza e de forma moncomérica (Fig. 3). A
identidade das proteinas foi detectada por anticorpos

monoclonails especificos do Phl p ba.

Realizou-se o teste da reactividade com as IgE por meio de
tecnologias de 1ligacdo a IgE (Immunoblotting, teste das
tiras, teste de 1inibicdo EAST e teste de activacdo de
basd6filos) e estudou-se ainda a reactividade com as células
T, com as substincias de teste sem a parte de fuséo

histidina.

Neste intuito, produziu-se as variantes de deleccdo em
paralelo com a proteina comparativa rPhl p 5a wt primeiro
como proteinas de fusdo. Em seguida, clivou-se porém a
parte de fusdo histidina de forma enzimatica (TEV-Protease,
Invitrogen, Carlsbad, EUA), ficando somente uma glicina

como resto da sequéncia de clivagem de ©protease na
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terminacdo N da proteina alvo. Tanto a parte histidina
clivada como a protease utilizada na clivagem foram
completamente separadas por IMAC. Apds uma SEC preparativa,
testou-se a pureza e a conformacdo das proteinas eluidas
por meio de SDS-PAGE e SEC analitica, como representado
para o rPhl p 5a wt e o mutante Phl p 5a DM-A94 - 113, 175
- 198 nas Figuras 4 ou 5. Preparou-se todas as proteinas de
forma pura e monomérica. Um estudo realizado por focagem
isoeléctrica ndo desnaturante (IEF) das proteinas de néo
fusdo mostrou sempre uma grande homogeneidade em termos da
carga de superficie (ver a Fig. 6, por exemplo, para o Phl
p b5a DM-A94 - 113, 175 - 198).

Detectou-se a identidade das ©proteinas recombinantes
através dos anticorpos anti-Phl P 5 monoclonais
(Allergopharma, Reinbek, Alemanha) alfa-1D11 ou alfa-3B2
(ver a Fig. 4, por exemplo, para o Phl p ba DM-A94 - 113,

175 - 198) e do sequenciamento N-terminal.

Detecgdo da reduzida ligagdo as IgE das variantes de
delecg¢do do Phl p 5a

Un método de teste simples para determinar a reactividade
das moléculas alergénicas com as IgE consiste no estudo da
ligacédo especifica as IgE a partir de soros de individuos
alérgicos a proteinas de teste de ligacdo a membrana,

através do teste das tiras.

Neste intuito, liga-se as substancias de teste, com a mesma
concentracdo e a mesma quantidade, lado a lado numa tira de
membrana de nitrocelulose sob condicdes ndo desnaturantes.
Uma série destas tiras de membrana pode ser incubada em
paralelo com diferentes soros de individuos alérgicos. Apds
uma etapa de lavagem, os anticorpos IgE ligados de forma

especifica ficam visiveis na membrana através de uma
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reaccdo de coloracdo, permitida por um conjugado de anti-

hIgkE/fosfatase alcalina.

A reactividade <com as IgE por parte das proteinas
recombinantes Phl p b5a wt (His), Phl p b5a DM-A94 - 113
(His), Phl p 5a DM-A175 - 198 (His) e Phl p 5a DM-A94 -
113, 175 - 198 (His) foi estudada de forma comparativa no
teste das tiras, recorrendo a 43 soros individuais de

individuos alérgicos aos pdlenes das gramineas (Fig. 7).

Todos os 43 soros de individuos alérgicos continham os
anticorpos IgE especificos do Phl p 5a, que reagiram
fortemente com o Phl p 5a natural (nPhl p 5a, ndo mostrado

aqui) e com o equivalente recombinante rPhl p 5a wt (His).

De forma surpreendente, tornou-se claro que os anticorpos
IgE especificos do Phl p ba de todos os 43 soros de
individuos alérgicos ndo se ligam, ou apenas de forma
muitissimo reduzida, a variante de deleccdo Phl p 5a DM-A94
- 113, 175 - 198 (His). A reduzida ligacdo as IgE deve-se
tanto a deleccdo A94 - 113 como a deleccdo Al75 - 198. A
variante de deleccdo Phl p 5a DM-Al175 - 198 (His) mostra
neste teste, em 35 dos 43 soros de individuos alérgicos,
uma reduzida capacidade de ligacdo as IgE facilmente
reconhecivel. Em alguns testes, a influéncia da deleccéo
dos aminodcidos 175 - 198 era tédo grande, gque se impediu

quase totalmente a ligacdo as IgE (Ex.: P3, P20, P28)

A influéncia da deleccdo A94 - 113 na reactividade de
ligacdo as IgE é menos fortemente vincada, mas do mesmo
modo claramente visivel. A variante de deleccdo Phl p b5a
DM-A94 - 113 (His) foi ligada de forma claramente mais
fraca pela IgE de 19 dos 43 soros de individuos alérgicos

do que a referéncia rPhl p b5a wt (His) (Ex.: P31, P37,
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P42) . Em todo o caso, a reducdo da ligacdo as IgE foi em
muitos testes individuails menos drasticamente vincada do

que a reducdo provocada pelo Al75 - 198.

Assim, torna-se claro que as duas deleccgdes contribuem para
a reducdo de toda a reactividade de 1ligacdo as IgE do

mutante de deleccdo Phl p 5a DM-A94 - 113, 175 - 198 (His).

Ao contrario do teste das tiras, é possivel testar, com o
teste de inibicdo East (Enzyme Allergosorbent Test), as
interaccdes de alergénios/IgE em solucdo, podendo-se em
principio excluir um mascarar prejudicial dos epitopos da
substéncia de teste através da imobilizacdo na membrana.
Realiza-se o teste de inibicdo EAST como se segue. Reveste-
se placas de microtitulo com alergénios, neste caso o Phl p
5 natural (nPhl p 5a/b, mistura do Phl p 5a e do Phl p 5b).
Apbds remocdo das moléculas de alergénios ndo ligadas,
através de lavagem, blogqueia-se a placa para impedir
ligacdes posteriores ndo especificas, com albumina de soro
bovino. Incuba-se 0s anticorpos IgE de individuos
alérgicos, como pool representativo de soros individuais
(pool de soros) ou como soro individual, com uma diluicéao
apropriada com as placas de microtitulo revestidas com
alergénios. Quantifica-se por fotometria a quantidade dos
anticorpos IgE ligados a alergénios através de uma enzima
ligada a dois anticorpos (conjugado de anti-hIgE/fosfatase
alcalina), através da transformacdo de um substrato num
produto final corado. Inibe-se com especificidade em termos
de substédncia a ligacdo dos anticorpos IgE através de um
alergénio soluvel ou da substédncia a ser testada (alergénio
modificado recombinante) em funcdo da concentracdo. As
substéancias imunoquimicamente idénticas mostram curvas de

inibicdo idénticas.
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Como moléculas de referéncia, fez-se uso neste trabalho do
nPhl p 5, do rPhl p 5a wt e da proteina de fusdo histidina
rPhl p 5a wt (His). A par de outras moléculas, estudou-se a
ligacdo a IgE das proteinas de fusdo histidina Phl p 5a DM-
A94 - 113 (His), Phl p ba DM-A175 - 198 (His) e Phl p ba
DM-A94 - 113, 175 - 198 (His), assim como da proteina de
ndo fusdao Phl p 5a DM A94 - 113, 175 - 198 em comparacdo

com estas referéncias.

Na Figura 8 a — ¢, encontram-se representadas as curvas de
inibicdo especificas de substéncias de teste, obtidas com
dois soros individuais e um pool de soros de individuos
alérgicos aos pdlenes das gramineas. O nPhl p 5a/b mostrou
em todos os testes o efeito de inibicdo mais forte (cerca
de 80 — 95% de efeito de inibic&o com uma concentracdo de
10 ng/mL). O efeito de inibicdo do rPhl p 5a era, com 70 -
80% de 1inibicdo méxima, claramente menor. Este efeito é
originado pela composicdoc do nPhl p 5a/b, que contém, a par
da isoforma Phl p b5a, também a isoforma Phl p 5b. Os
anticorpos IgE especificos contra o Phl p 5b nd&o conseguem

ser inibidos pelo rPhl p ba wt.

A parte de fusdo histidina ndo mostrou qualgquer influéncia
na ligacdo as IgE. Isto torna-se claro pelas curvas de
inibicdo idénticas do rPhl p 5a wt (His) e do rPhl p b5a wt
em todos os testes. Assim, mostra-se a aplicabilidade dos

testes com as proteinas de fusdo histidina.

Em geral, foil possivel fazer a distincdo entre dois grupos

de soros de doentes em termos da ligacdo IgE qualitativa.

O primeiro grupo ¢é representado pelo soro individual P15
(Fig. 8 a). Estes soros de individuos alérgicos continham

anticorpos IgE, cuja ligacdo ao Phl p ba foi impedida pelas
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duas deleccdes, A94 - 113 e Al75 - 198. O mutante de
deleccdo Phl p 5a DM-A94 - 113 (His) mostrou aquli um efeito
de 1inibicdo maximo apenas de cerca de 50% e o mutante de
deleccdo Phl p b5a DM-175 - 198 (His) mostrou um efeito de

inibicdo de apenas 20 - 30%.

O mutante de deleccdo duplo Phl p 5a DM-A94 - 113, 175 -
198 (His) foi capaz de inibir a ligacdo dos anticorpos IgE,
com a concentracdo maxima utilizada, até mesmo apenas em O
- 10%. A utilizacdo da proteina de ndo fusdo Phl p 5a DM-
A94 - 113, 175 - 198 confirmou este resultado (0 - 10% de

inibicdo de IgE méxima) .

O segundo grupo de soros de individuos alérgicos,
representado pelo soro individual P44 (Fig. 8 b),
distingue-se do primeiro dgrupo por os anticorpos IgE
contidos nos soros terem reagido tdo bem com o Phl p 5a DM-
A94 - 113 (His) como com a referéncia rPhl p ba wt (His)
(70 - 80% de 1inibicdo méxima), enquanto nenhuma, ou
nenhumas quantidades detectéaveis, dos anticorpos IgE
reagiram com o Phl p 5a DM-A175 - 198 (His) (0 - 10% de

valor de inibicdo maximo) .

Do mesmo modo, o mutante de deleccdo duplo Phl p ba DM-A94
- 113, 175 - 198 mostrou, com este dgrupo de soros de
individuos alérgicos, uma inibicdo fortemente reduzida (0 -
10%), o que foi possivel mostrar tanto para a proteina de

fusdo como para a proteina livre da parte de fuséo.

Os soros destes individuos alérgicos continham claramente
anticorpos IgE dirigidos sobretudo contra os epitopos da

parte C-terminal da molécula.
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Os dados de medicdo da reactividade de 1ligacdo IgE dos
anticorpos IgE de um pool de soros de 20 1individuos
alérgicos salientam a importancia das deleccdes A94 — 113 e
A175 - 198 para a reducdo da ligacdo do Phl p ba as IgE
(Fig. 8 c¢). Os dois mutantes individuais de deleccdo, o Phl
p 5a DM-A94 - 113 (His) e o Phl p 5a DM-A175 - 198 (His)
mostram, com 40 - 50% ou cerca de 30%, um efeito de
inibicdo médximo mais baixo do que o rPhl p 5a wt (cerca de
70%). O mutante de deleccdao duplo Phl p 5a DM-A94 - 113,
175 - 198 foi ligado apenas de forma muito fraca (10 - 15%
de valor de inibicdo maximo) pelos anticorpos IgE do pool
de soros, o que aponta, de forma concordante com o teste de
43 individuos alérgicos no teste das tiras, para uma
reactividade de ligacdoc IgE fortemente reduzida por parte
desta variante do Phl p 5a no caso de muitos, se ndo mesmo
de todos, dos 1individuos alérgicos aos pdlenes das

gramineas.

Detecgdo da hipoalergenicidade dos mutantes de delecgédo
através do teste de activagdo de basdfilos

Através de um teste de activacdo de basdéfilos, estudou-se
os efeitos da reduzida capacidade de ligacdo as IgE dos
mutantes de deleccdo, relativamente ao efeito funcional na
ligacdo a IgE, ligada a membrana, das células efectoras e
na sua activacdo. Deste modo, mediu-se a reducdo funcional

da alergenicidade com um teste in vitro sensivel.

Com vista ao teste de activacdo de basdéfilos, incubou-se
sangue completo heparinizado de individuos alérgicos aos
pdlenes das gramineas com diferentes concentracdes das
substéncias de teste. Neste caso, substidncias alergénicas
conseguem ligar anticorpos IgE especificos, que se associam
com os receptores IgE de grande afinidade dos granuldcitos

basdédfilos.
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A interligacdo desencadeada pelas moléculas de alergénios
dos complexos de IgE/receptores leva a uma transducdo de
sinal, o que resulta na desgranulacdo das células efectoras

e, com isso, no desencadear das reaccdes alérgicas in vivo.

In vitro, é possivel detectar a activacdo induzida por
alergénios de imunoécitos bas6filos, por meio de
quantificacdo da expressdo de uma proteina de superficie
(CD203c) 1ligada a transducdo de sinal da interligacido de
IgE-receptores (Kahlert et al., “Clinical Immunology and
Allergy in Medicine Proceedings of the EAACI 2002 (2003)
Napoles, 1Italia 739 - 744). O numero das proteinas de
superficie expressas numa célula e o valor percentual das
células activadas de um pool de células sdo medidos com
grande sensibilidade, através da ligacdo de um anticorpo
monoclonal marcado com fluorescéncia a proteina de
superficie, e da posterior andlise por citometria de fluxo

activada por fluorescéncia.

Como substédncias de referéncia, utilizou-se neste caso
tanto o Phl p 5a natural (nPhl p 5a) purificado, como o

rPhl pba wt, a par das substéncias de teste.

Os resultados do teste do mutante de deleccdo duplo Phl p
52 DM A94 - 113, 175 - 198 com bas6filos de seis sujeitos
encontram-se representados na Figura 9 na forma de curvas.
Os resultados do teste com bas6filos de, ao todo, 10
individuos alérgicos clinicamente definidos encontram-se
reunidos na Tabela 2. Os valores AL0 (A50: concentracédo de
alergénios no caso de 50% de numero maximo de basdfilos
activados) das moléculas de referéncia encontravam-se, com
uma variacdo individual, entre ~1,3 - 15 pM para o rPhl p

52 wt e ~0,3 - 10 pM para o nbPhl p 5a (Tab. 2). Em
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contrapartida, os valores A50 da variante de deleccdo Phl p

5a DM A94 - 113, 175 - 198 encontravam-se entre ~18 — 8.400

PM.

A partir dos valores ALO0 determinados das trés substéancias
utilizadas foi possivel determinar a eficédcia alergénica da
variante de deleccdo Phl p 5a DM A94 - 113, 175 - 198, em

comparacdo com as moléculas de referéncia ndo modificadas

nPhl p 5a e rPhl pba wt em cada sujeito

A eficacia alergénica

poténcia relativa)

- 113,

da referéncia rPhl p ba wt,

que a da referéncia nPhl p ba

Tabela 2: Deteccéao

da

relativa

(Pr,

ou ~16 -

(Tab.

2) .

hipoalergenicidade

deleccédo Phl p b5a DM-A94 - 113,

de activacdo de basdfilos

(Tab.

Relative Potency
da variante de deleccdo Phl p ba DM A94
175 - 198 era entre ~12 - 5.000 vezes menor do que a

32.000 wvezes menor do

mutante

175 - 198 por meio do teste

Substancia de teste Ay [pM]® Valor Pr’ Valor Pr°
Phl p 5a Phl p 5a
DM-A94-113, DM-A94-113,
175-198 175-198
Dador’ | nPhl p | rPhl p Phl p 5a Relativo ao Relativo ao
5a 5a wt DM-A94-113, rPhl p 5a wt® nbPhl p 5a°
175-198
P13 4,08 | 5,34 477,2 0,0111 0,0085
P17 6,44 2,68 466, 6 0,0057 0,0137
P20 0,26 | 1,68 8.433,0 0,0002*F 0,00003*
P23 1,02 1,26 39,2 0,0321 0,0260
P24 1,22 | 2,57 58,1 0,0442 0,0209
P28 9,43 11,35 198, 2 0,0573 0,0476
P29 1,77 | 2,34 33,7 0,0694 0,0525
P31 10,15 | 14, 66 3.967,0 0,0037 0,0026
P34 3,48 | 2,54 165,1 0,0153 0,0211
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P40 1,08 1,45 17,5 0,0829 0,0617

Concentracdo de alergénios no caso de 50% de nimero maximo de basdfilos activados

b Poténcia relativa

< Individuos alérgicos aos pdlenes das gramineas definidos

clinicamente

d Calculado de A50 rPhl p 5a wt/A50 Phl p 5a DM-A94 - 113, 175 — 198
€ Calculado de A50 nPhl p 5a/AS50 Phl p 5a DM-A94 - 113, 175 — 198
fa negrito: valores minimos e maximos

Reactividade com as células T

Os linfécitos auxiliares T reagem com os fragmentos
peptidicos dos alergénios (cerca de 12 - 25 aminoéacidos),
que surgem por degradacéao enzimatica em células
apresentadoras de antigénio (APC), e que, apds inclusdo dos
péptidos apropriados nas moléculas individuais do MHC
classe 1II, s&do apresentados na superficie das APC as
células T. Esta activacdo especifica de alergénios dos
linfécitos auxiliares T é a condicdo prévia para as
reaccdes seguintes (proliferacdo, anergia, apoptose) e para
a diferenciacdo funcional (TH1 e TH2). A influéncia dos
linfécitos T especificos de alergénios, através do
tratamento com um alergénio ou com uma variante de
alergénio, na hipossensibilizacdo é considerada chave na

eficacia terapéutica.

Para estudar a reactividade com as células T, estabelece-se
linhas de células T oligoclonais (TCL) de individuos
alérgicos aos pdlenes das gramineas, mediante estimulacéo

com moléculas nPhl p 5 ou rPhl p 5 por processos usuais.

Num teste de proliferacdo, estimulou-se as diferentes
linhas das células T com os alergénios de referéncia nPhl
pba e rPhl pba wt, e o mutante de deleccdo duplo Phl p b5a
DM A94 - 113, 175 - 198. Determinou-se a taxa de
proliferacdo por insercdo de [’H]-timidina pelos processos

usuais.
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Tabela 3: Deteccdo da reactividade com as células T do
mutante de deleccdao Phl p ba DM-AS94 - 113, 175 - 198, por
meio do teste de proliferacdo com linhas de células T (TCL)

especificas do Phl p 5

Indice de estimilagdo °
Dador TCL nPhl p 5a | rPhl p 5a wt Phl p 5a
DM-A94 - 113,

175 - 198
A 3.2 9,8 4,9 4,4
B 8.2 21,0 15,5 13,3
C 11.2 5,2 4,7 7,2
C 11.3 3,3 2,9 3,5
C 11.43 3,0 3,9 2,6
D 19.1 6,5 4,77 7,5
D 19.2 9,6 3,3 2,6
E 23.22 21,8 29,0 20,8
E 23.50 7,5 8,4 6,06
F 89.23 1,8 3,5 1,8

# Calculado de valores de medicdo [3H] . Valores de medicdo cpm de culturas de células
estimuladas com alergénios/valores de medicdo cpm de culturas de células ndo
estimuladas

Dador: individuos alérgicos aos pdlenes das gramineas clinicamente definidos

Os resultados com dez TCL de seis individuos alérgicos
mostram gque estas TCL foram estimuladas pelo Phl p 5a DM
A4 — 113, 175 - 198 com uma forca equiparavel, em termos
de proliferacdo, a do alergénio do tipo selvagem néao

alterado natural ou recombinante (Tab. 3).

Por conseguinte, a presente 1invencdo tem por objecto
variantes do alergénio do grupo 5 Phl p 5a, caracterizadas
por uma reduzida reactividade com as IgE em comparacdo com
os alergénios do tipo selvagem conhecidos, e por uma

reactividade mantida com os linfdécitos T.
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Visto que se verificou ser particularmente favoravel no
dmbito da 1invencdo quando faltam ou sdo removidas as
regides da sequéncia de aminoédcidos do Phl p b5a, que
correspondem as regides da sequéncia de aminoacidos 94 -
113 e 175 - 198, constituem em particular objecto da
presente invencdo as variantes de alergénio em que falta
unicamente a regido primeiro referida ou em que faltam as
duas regides referidas, sendo dada total preferéncia a esta

Ultima forma de execucéo.

Devido as grandes homologias das sequéncias nos alergénios
do grupo b5 da Pooideae, ¢é possivel identificar estas
regides univocamente em alinhamentos sequenciais da
sequéncia do Phl p 5a com sequéncias de outros alergénios
do grupo 5. As variantes de alergénio anteriormente
descritas provém do Phl »p 5a ab ou correspondem
preferencialmente as sequéncias de acordo com a SEQ ID NO 4

ou 8.

Proporciona-se produzir as variantes de alergénio de acordo
com a 1invencdo a partir da sequéncia de ADN clonada,
recorrendo a métodos de engenharia genética. Em principio,
também se pode tratar de modificacdes quimicas do extracto
nativo de alergénio (Fiebig, 1995, “Allergo J.” 4 (7)), 377
- 382).

Naturalmente, também sdo possiveils, através das variacdes
dos alergénios do grupo 5 descritas no presente pedido de
patente, outras alteracdes noutras posicdes - em principio
para aumento da hipoalergenicidade. Estas modificacdes
poderdo ser, por exemplo, insercdes, deleccdes e trocas de
aminoacidos, <clivagens da proteina em fragmentos, assim
como fusdes da proteina ou dos seus fragmentos com outras

proteinas ou outros péptidos.
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Na producdo das variantes de alergénios aqui descritas em
maior detalhe, introduziu-se um His-tag por engenharia
genética, com vista a uma melhor purificacdo das proteinas

sobrexpressas.

Além disso, também constitui objecto uma molécula de ADN
que codifica uma variante de alergénio anteriormente
descrita, em particular correspondendo a uma sequéncia de
acordo com a SEQ ID NO 3 ou 7, um vector de expressao
recombinante, contendo esta molécula de ADN, e um organismo
hospedeiro ndo humano, transformado com a referida molécula
de ADN ou com o referido vector de expressdo. Os organismos
hospedeiros adequados podem ser organismos procaridticos ou
eucariodticos, unicelulares ou pluricelulares, Ccomo
bactérias ou leveduras. Um organismo hospedeiro preferido

em conformidade com a invencdo é a E. coli.

Além disso, a 1invencdo ¢é relativa a um processo para a
producdo de uma variante de alergénio de acordo com a
invencéo, através da cultura do referido organismo
hospedeiro e da obtencdo da respectiva variante de

alergénio a partir da cultura.

A presente invencdo tem igualmente por objecto as variantes
de alergénios, as moléculas de ADN e os vectores de
expressdo anteriormente descritos, na sua dqualidade de

medicamento.

Além disso, a presente invencdo tem por objecto preparacdes
farmacéuticas contendo pelo menos uma destas variantes de
alergénio ou uma molécula de ADN correspondente ou um
vector de exXpressao correspondente, assim como

eventualmente outras substéncias activas e/ou substéncias
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auxiliares, com vista ao tratamento de alergias em cujo
desencadeamento estdo implicados os alergéniocs do grupo 5
da Pooideae, ou na vacinacdo imunoterapéutica de doentes
com alergias em cujo desencadeamento estdo implicados os
alergénios do grupo 5 da Pooideae, e/ou na prevencdo destas

alergias.

Caso em questdo estejam preparacdes farmacéuticas do
segundo tipo (contendo pelo menos uma molécula de ADN ou um
vector de expressdo), estas preparacdes conterdo ainda
preferencialmente hidréxido de aluminio, um oligonucledtido
contendo CpG imunoestimulador ou uma combinacdo dos dois

como substéncias auxiliares.

As preparacdes farmacéuticas no ambito da presente invencdo
podem ser utilizadas como agentes terapéuticos na medicina
humana ou na medicina veterindria. Como substadncias de
suporte tem-se as substéancias orgédnicas ou inorgédnicas que
se adequem a aplicacdo parenteral e que ndo reajam com as
variantes dos alergénios do grupo 5 de acordo com a
invencdo. Com vista & aplicacdo parenteral, faz-se uso em
particular de solucdes, de preferéncia de solucbes oleicas
ou agquosas, e ailnda de suspensdes, emulsdes ou implantes.
As variantes de alergénios de acordo com a invencdo também
podem ser liofilizadas e os liofilizados obtidos podem ser
utilizados, por exemplo, na producao de preparados
injectéaveis. As preparacdes indicadas podem ser
esterilizadas e/ou conter substéncias auxiliares, tais como
lubrificantes, conservantes, estabilizadores e/ou
reticulantes, emulsionantes, sals para influenciar a
pressdo osmdética, substéncias tampdo e/ou varias outras

substéncias activas.
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Além disso é possivel obter, através de uma formulacéo
correspondente das variantes de alergénios de acordo com a
invencdo, preparados de deposicdo, através, por exemplo, de
adsorcdo em hidréxido de aluminio.

Por fim, a presente invencdo tem por objecto a utilizacéo
pelo menos de uma variante de alergénio de acordo com a
invencdo ou de uma molécula de ADN de acordo com a invencéao
ou de um vector de expressdo de acordo com a invencdo, na
producdo de um medicamento para o tratamento de alergias,
em cujo desencadeamento estdo implicados os alergénios do
grupo 5 da Pooideae, ou na vacinacdo 1imunoterapéutica de
doentes com alergias, em cujo desencadeamento estéo
implicados os alergénios do grupo 5 da Pooideae, e/ou na

prevencdo destas alergias.
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REIVINDICACOES

Variantes do alergénio do grupo 5 phl p 5a, dque
apresentam uma menor reactividade com as IgE do que o
alergénio conhecido de tipo selvagem, e uma
reactividade mantida em grande medida com os linfdbcitos
T, caracterizadas por uma regido, dque corresponde a
regido da sequéncia de aminoacidos 94 - 113 do Phl p
5a, ou as regides que correspondem as regides das
sequéncias de aminoacidos 94 - 113 e 175 - 198 do Phl p
5a, faltar (em) comparativamente aos alergénios

conhecidos do tipo selvagem.

Variante do alergénio Phl p 5a de acordo com a
reivindicacdo 1, com uma sequéncia de aminoécidos
seleccionada de uma das sequéncias de acordo com as SEQ

ID NO 4 e 8.

Variantes de alergénio de acordo com a reivindicacdo 1
ou 2, caracterizadas ©por serem obtidas de forma

recombinante por métodos de engenharia genética.

Molécula de ADN que codifica uma variante de alergénio

de acordo com uma ou mals das reivindicacdes 1 a 3.

Molécula de ADN gue corresponde a uma sequéncia de ADN
seleccionada de uma das sequéncias de acordo com as SEQ

ID NO 3 e 7.

Vector de expressdo recombinante contendo uma molécula
de ADN, de acordo com a reivindicacdo 4 ou 5, ligada de
forma funcional a uma sequéncia de controlo da

expressao.



10.

11.

12.

13.

Um organismo hospedeiro ndo humano, transformado com
uma molécula de ADN, de acordo com a reivindicacdo 4 ou
5, ou com um vector de expressdo de acordo com a

reivindicacdo 6.

Processo para a producdo de uma variante de alergénio
de acordo com uma ou mais das reivindicacdes 1 a 3,
através da cultura de um organismo hospedeiro, de
acordo com a reivindicacdo 7, e da obtencdo da

respectiva variante de alergénio a partir da cultura.

Variante de alergénio de acordo com uma ou mais das

reivindicacdes 1 a 3 como medicamento.

Preparacao farmacéutica, contendo pelo menos uma
variante de alergénio de acordo com uma ou mais das
reivindicacdes 1 a 3 e, eventualmente, outras
substéncias activas e/ou substéncias auxiliares, para o
tratamento de alergias em cujo desencadeamento estéo

implicados os alergénios do grupo 5 da Pooideae.

Utilizacdo de pelo menos uma variante de alergénio de
acordo com uma ou mais das reivindicacdes 1 a 3, na
producdo de um medicamento para o tratamento de
alergias, em cujo desencadeamento estdo implicados os

alergénios do grupo 5 da Pooideae.

Molécula de ADN de acordo com a reivindicacdo 4 ou 5

como medicamento.

Vector de expressdo recombinante de acordo com a

reivindicacdo 6 como medicamento.



14. Preparacéao farmacéutica contendo pelo menos uma
molécula de ADN de acordo com a reivindicacdo 12, ou
pelo menos um vector de expressdao de acordo com a
reivindicacdo 13 e, eventualmente, outras substancias
activas e/ou substédncias auxiliares, destinada a
vacinacdo imunoterapéutica com ADN de doentes com
alergias, em cujo desencadeamento estdo implicados os
alergénios do grupo 5 da Pooideae, e/ou a prevencdo

destas alergias.

15. Preparacdo farmacéutica de acordo com a reivindicacao
14, contendo hidréxido de aluminio, um oligonucledtido
contendo CpG imunoestimulador ou uma combinacdo dos

dolis como substédncias auxiliares.

16. Utilizacdo de pelo menos uma molécula de ADN de acordo
com a reivindicacdo 12, ou de pelo menos um vector de
expressdo de acordo com a reivindicacdo 13, na producéo
de um medicamento para a vacinacdo imunoterapéutica com
ADN de doentes com alergias, em cujo desencadeamento
estdo implicados os alergénios do grupo 5 da Pooideae,

e/ou na prevencdo destas alergias.

Lisboa, 20 de Setembro de 2011
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Fig. 3

SDE-PAGE de mutantes de delecgdo purificados
na forma de proteinas de fusfo histidina

1} Marogdor

2 rPhl p 53 wt {His}

3} Phl p bha oM-A94 — 113 {His}

4} Phl p ha DM-A%4 - 1313, 175 - 158 {His}
£ Phl p Ba DM-AITE — 138 {(His}

&} Marcador
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Fig. 4

SDS-PAGE daz proteinas de ndc fusdoc purificadas Phl p 5a DM-
A%4 - 113, 175 - 188 2 xPhl p 53 wt {em cima} e teste de
identidade com anticorpos o«Fhl p 5 {em baixo}

1} Mareadar
2% rFhl pha wt
3} Phl pba DN-ASM-133, 175-198

mak 1011

mAly B2
O oPhl p 5 mab aifa-1iD31Y ligs & regidoc 175 — 188
{apenas o vyPhl p Sz wt & positivo}

F2 liga um epitopo CONUN &S

& wFhl p 5a m&h alfs-3
I p 5a {as duas proteinas

duas moléculas Th
positivas}

{p&in: anticorpo mouooional}




SEC znalitica do mutante de deleccdo Phl p 5a Di-A%4 - 113, 175 - 198 e do tipo
selvagen do PhL p 5a reconbinante (proteinas de ndo fusdo purificadas)

f]iPhip hawt

3Pt B DN, 17518

84

00

‘\ - . | | MR S |
O TR TR TR

Cohwia: Superdex 75 WRI0/30 (mershan Biosviences, Uppsala, Sucla)
Bgente de controlo da fluides: PBS -
Seta: vohme excluido Flg,s
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Fig. 6

Focagem isoceléctrica ndo desnaturante deo mutante de delecgdo
Fhl p 52 DM-A%4 - 113, 175 - 138 & do tipe sslwvagem do Phl p
Sa recombinante {proteinas de ndc fusdo purificadas}

1} Maroader IVF
2} rFhi p Ba wt
3} Pht p Ba DM-494-113, 175-188

ptiPhipSawt =87
pt rPhi p Sa DM-AB4-113, 175-198 = 6.4



Fig. 7

Teste das firas para festar a capacidade de ligagdo 2 IgE dos
mutantes de deleccdo Phl p S {ndo desmaturante)

DM-&\%
DURASA13, @3
DR ‘3751% '

B Soroz de individuos alévgicos acs polenes das
franineas olinioamente definidos
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Fig. 8

Detecgdo da reactividade IgE reduzida dos mutantes de delecgdo do Phl p 5a por meio
do teste de inthipdo EAST com dois soros individuais representativos {a e b} e wm
pool de soros {of

{oncentragao de inibidor [ugfai] Concentracas de inibidor [pg/wi]
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Fig. 9

Detecgdo da hipoalergenicidade do mutante de delecgdo do
Thl p 5a Phl p ha DM-A84 - 1313, 175 - 158 por meie do
teste de activagio de baséfilos com os hasofilos de seis
individucs diferentes zlérgicos zos pélenes das gramineas
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