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DESCRIPCION
Clonacién y secuenciacion del alérgeno Dac g5 y del polen de Dactylis glomerata, su preparacion y su utilizacion.

La presente invencion tiene por objeto la clonacién y la secuenciacion de alérgenos de polen de Dactylis glomerata y
mas particularmente del alérgeno Dac g5. La presente invencion tiene asimismo por objeto la produccion de este
alérgeno recombinante para ser incorporado en preparaciones Utiles para el diagnostico o el tratamiento de las
alergias.

Los alérgenos son las proteinas mas abundantes del polen y constituyen la causa principal de alergias en los climas
templados. El alérgeno objeto de la presente invencion es Dac g5 del polen de Dactylis glomerata.

Ciertos individuos predispuestos genéticamente se vuelven hipersensibles (alérgicos) a unos antigenos que
proceden de fuentes medioambientales muy variadas. Los antigenos capaces de inducir una reaccion de
hipersensibilizacién inmediata o retardada se denominan alérgenos. Los alérgenos pueden en particular tener su
origen en los arboles, las plantas herbaceas, los insectos, los mamiferos, la comida, los medicamentos o productos
quimicos. Los alérgenos se clasifican en grupos | a V segun sus propiedades inmunoquimicas. El alérgeno Dac G5
de Dactylis glomerata pertenece al grupo V, como el alérgeno Lol pV de Lolium perenne.

Los anticuerpos implicados en la alergia pertenecen a la clase de las inmunoglobulinas de tipo IgE. En presencia de
un alérgeno, las IgE se unen a los mastocitos y a los basdfilos, lo cual conduce a la liberacion por estas células de
diferentes mediadores quimicos y a la manifestacion de la alergia.

Esta puede adoptar diferentes formas, como por ejemplo un choque anafilactico, asma, rinitis 0 dermatitis atopica.

Cuando se ha establecido el diagnéstico de la alergia a un compuesto particular, la desensibilizacion del paciente
frente al alérgeno implicado es el enfoque terapéutico mas frecuente, en particular cuando no se puede evitar la
presencia del alérgeno, como en el caso del polen y de los acaros. Este tipo de tratamiento ha demostrado su
eficacia, pero es necesario disponer de un producto eficaz y seguro. En efecto, el tratamiento presenta un riesgo de
choque anafilactico, ademas, el producto administrado debe estar desprovisto de cualquier impureza que pudiera
constituir otro alérgeno potencial. Ahora bien, hoy en dia, sélo se utilizan unas mezclas complejas de alérgenos y sin
productos puros. Por lo tanto, es necesario poder disponer de alérgenos con una forma estructural lo mas parecida
posible al alérgeno nativo, y que presente el mayor grado de pureza posible.

Uno de los medios posibles para alcanzar este objetivo es la produccion de alérgenos recombinantes en un
organismo hospedante (Laffer, S. et al., J. Allergy Clin. Immunol., Septiembre 1996, volumen 98, n° 3, paginas 652-
658).

A titulo de ejemplos, se pueden citar la solicitud de patente publicada con el n® 819 763, que describe la produccion
de alérgeno Der fll modificado. La patente europea publicada con el n® 406 286 describe la clonacién de un alérgeno
principal del polen de la cizafia, Lol pl, y la expresion de este gen. La solicitud de patente publicada con el
n°®473 111 se refiere asimismo a la produccién de alérgenos de &caros recombinantes utlizados para la
desensibilizacion. La solicitud de patente publicada con el n® 463 059 se refiere a alérgenos derivados de la
ambrosia y la utilizacion de estas proteinas. Estos documentos presentan la expresién de los genes y la produccion
de las proteinas en E. coli.

Este sistema de expresion adolece del inconveniente de no asegurar las modificaciones post-traduccionales de las
proteinas que se pueden realizar en las células eucariotas. Por ejemplo, las proteinas producidas no estan
glicosiladas, ahora bien, la glicosilacion de ciertas proteinas alérgenas puede ser importante para su capacidad de
fijacion a las IgE (Van Ree et al., J. Biol. Chem., 2000, volumen 275, paginas 11451-11458).

La presente invencién se refiere a la clonacion, a la secuenciacién y a la preparacién de una molécula de acido
nucleico purificada que comprende una secuencia nucleotidica que codifica para la proteina que constituye el
alérgeno Dac G5 o un derivado de ésta. La presente invencién se refiere asimismo a la inserciéon de este acido
nucleico en un vector de expresion y a la produccion de la proteina recombinante en un organismo o
microorganismo hospedante, en particular en unas células vegetales y unas plantas, o parte de plantas, y
preferentemente en unas suspensiones celulares y plantas de tabaco. Este alérgeno se produce para su utilizacién
en diagndstico e inmunoterapia.

La produccion de los alérgenos en unas células vegetales, como por ejemplo el tabaco, presenta la ventaja de
permitir la produccion de proteinas recombinantes glicosiladas. Este medio de produccion no se ha utilizado jamas
hasta ahora para la produccién de alérgenos.

Los trabajos realizados en el marco de la presente invencion se han referido:

- alaclonacién del ADNc de Dac g5,
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a la insercién de la molécula de acido nucleico clonada en un vector de expresién apropiado,
- alaproduccion de Dac g5 recombinante en unos sistemas bioldgicos,
- alos ensayos inmunolégicos del alérgeno purificado.

Dac g5 es una proteina de 26,5 kDa, de 265 aminoacidos, reconocida por lo menos por el 90% de los sujetos
alérgicos al polen de gramineas.

El alérgeno Dac g5 de Dactylis glomerata pertenece a los alérgenos del grupo V. Se han descrito unas secuencias
nucleotidicas que codifican para los alérgenos homélogos a Dac g5 en la técnica anterior (WO 95/06728). Los
inventores han definido unos oligonucleétidos degenerados a partir de estas secuencias, con el fin de amplificar
especificamente mediante la técnica de RT-PCR un ADNc que codifica Dac g5. Un fragmento de ADNc de tamafio
esperado se cloné a partir de una poblacién de ARN totales de polen de Dactylis glomerata y después se secuencid.
Este fragmento se utilizd para definir unos cebadores especificos para los protocolos 5' y 3' RACE-PCR. Estos
protocolos han permitido completar los extremos 5' y 3' del fragmento. Después de la amplificacion de los extremos
5'y 3', se secuenci6 el ADNc completo que codifica para Dac g5.

Las secuencias obtenidas han permitido definir nuevos cebadores especificos de Dac g5, estos cebadores se han
utilizado para clonar el ADNc de la pro-forma y de la forma madura del alérgeno. Las secuencias nucleotidicas de los
cebadores utilizadas para las reacciones de PCR son las siguientes:

- cebador sentido (pro-forma), representado en la figura 2A (cebador Cl) y con el nimero SEC ID n° 9 en el
listado de secuencias adjunto:

5'GGG TCT AGAATG GCG GTC CAG AAG TACACC 3

- cebador antisentido, utilizado para clonar la pro-forma, representado en la figura 2A (cebador F1) y con el
numero SEC ID n° 10 en el listado de secuencias adjunto:

5'GGG GAG CTC TCAGAC TTT GTAGCCACC GGC &

- cebador sentido (forma madura), representado en la figura 2A (cebador F2) y con el nimero SEC ID n° 11 en
el listado de secuencias adjunto:

5'AAG CTC GAG AAAAGA GCC GAC GCC GGC TACACC 3

- cebador antisentido, utilizado para clonar la forma madura, representado en la figura 2A (cebador R2) y con el
namero SEC ID n° 12 en el listado de secuencias adjunto:

5'GGG GGC GGC CGC TCAGACTTT GTAGCCACC GGC &

Se han secuenciado los clones ADNc, se ha determinado la secuencia en aminoacidos que corresponde a cada
secuencia nucleotidica.

Los inventores por lo tanto han conseguido ahora clonar y secuenciar el acido nucleico que codifica para el alérgeno
Dac g5 del polen de Dactylis glomerata. En consecuencia, la invencion se refiere a una molécula de acido nucleico
purificada constituida por, o que comprende, una secuencia nucleotidica que codifica para el alérgeno Dac g5 o un
derivado de ésta. La secuencia en aminoacido de la pro-forma del alérgeno Dac g5 esta representada en la figura 1
y con el nimero SEC ID n° 2 en el listado de secuencias adjunto. Un fragmento de esta secuencia, delimitado por los
aminoéacidos en posicion 25 a 290, constituye la proteina madura Dac g5. La secuencia en aminoacido de la forma
madura del alérgeno Dac g5 estad representada en la figura 1 y con el nimero SEC ID n° 4 en el listado de
secuencias adjunto.

La figura 1 adjunta da la secuencia nucleotidica y peptidica de la pro-forma del alérgeno Dac g5 (isoforma 1). La
secuencia subrayada corresponde a la secuencia sefial ausente de la proteina madura. Los codones y los
aminoacidos que difieren en la isoforma 2 estan enmarcados. La tabla 1 siguiente indica las variaciones observadas
entre las isoformas 1y 2.

Tabla 1
Posiciéon de los aminoacidos |Isoforma 1 |[Isoforma 2
40 Thr (ACC) |Ala (GCT)
51 Thr (ACG) |Lys (AAG)
265 Val (GTT) |Ala (GCT)

La figura 2 representa en A la secuencia de los cebadores, y en B las secuencia de la pro-forma del alérgeno Dac g5
y el posicionamiento de los cebadores en esta secuencia.
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Se entiende por derivado de la proteina que constituye el alérgeno Dac g5, una proteina cuya secuencia en
aminoacidos difiere por la modificacién, la supresién o la adicién de uno o varios aminoacidos a partir del momento
en el que esta proteina es funcionalmente y/o inmunolégicamente equivalente a Dac g5.

Dichas modificaciones pueden resultar de la degeneracion del codigo genético o de modificaciones de la secuencia
en acido nucleico mediante cualquier técnica de biologia molecular. El experto en la materia esta en condiciones de
determinar entre estas secuencias las que presentan unas propiedades funcionales e inmunolégicas idénticas o
parecidas a Dac g5, por ejemplo con la ayuda de anticuerpos. Para ello, los inventores han clonado dos isoformas
de Dac g5. Las secuencias en aminoacido de estas isoformas maduras del alérgeno Dac g5 estan representadas
con los nimeros SEC ID n° 6 y SEC ID n° 8, del listado de secuencias adjunto. La invencién prevé por lo tanto
asimismo las isoformas de la proteina que constituyen el alérgeno Dac g5 y que presentan una homologia de
secuencias en aminoacidos superior al 50%, preferentemente superior al 70% y muy preferentemente superior al
90% con la secuencia representada con el nimero SEC ID n° 2 adjunta. La invencién prevé mas particularmente una
proteina, un derivado funcional e inmunolégicamente equivalente a Dac g5, cuya secuencia en aminoacidos se
selecciona de entre las secuencias SEC ID n° 6 y SEC ID n° 8 del listado de secuencias adjunto.

Se entiende por fragmento de la proteina que constituye el alérgeno Dac g5, cualquier péptido o polipéptido
procedente de la proteina, mas particularmente til para el diagnéstico de la alergia.

Una molécula de acido nucleico purificada que comprende, o que esta constituida, por una secuencia nucleotidica
(ADNc) que codifica para la pro-forma del alérgeno Dac g5 esta representada con el nimero SEC ID n® 1 en el
listado de secuencias adjunto. La invencion se refiere también a un derivado, y mas particularmente a una molécula
de acido nucleico que codifica para la proteina madura que esta delimitada por los nucle6tidos en posicion 75 a 870
de la secuencia nuclectidica representada con el nimero SEC ID n° 1 en el listado de secuencias adjunto. Esta
secuencia esta representada con el nimero SEC ID n° 3 en el listado de secuencias adjunto.

La invencion se refiere asimismo a las moléculas de acido nucleico que codifican unas isoformas de la proteina Dac
g5 madura y mas particularmente aquellas en las que las secuencias de aminoacidos estan representadas con los
nameros SEC ID n° 6 y SEC ID n° 8 en el listado de secuencias adjunto.

A partir de la secuencia nucleotidica que codifica para Dac g5 o una de sus isoformas, el experto en la materia
puede definir unas secuencias nucleotidicas que codifican para unas proteinas o polipéptidos que corresponden a
un fragmento de Dac g5 o de una de sus isoformas y que poseen por ejemplo por lo menos un epitopo de Dac g5 o
un epitopo de una de las isoformas de Dac g5. Puede definir también una secuencia nucleotidica que codifica para
unas proteinas equivalentes funcionalmente a Dac g5 o a una de sus isoformas pero cuya secuencia de
aminoacidos no es idéntica a la de Dac g5 o a una de sus isoformas.

Por ultimo, puede definir una secuencia nucleotidica que codifica para unas proteinas equivalentes a Dac g5 o a una
de sus isoformas en el plano inmunoldgico. Estas proteinas son, por ejemplo, capaces de enlazarse a unos
anticuerpos anti-Dac g5, pero no poseen la funcion enzimatica del alérgeno Dac g5 nativo. Se entiende mas
particularmente por derivado de una molécula de acido nucleico segun la invencién, una molécula de acido nucleico
capaz de hibridarse en condiciones de hibridacion estandares con una de las secuencias nucleotidicas
representadas con los nimeros SEC ID n°® 1 y SEC ID n°® 3 en el listado de secuencias adjunto. Se trata, por
ejemplo, de las secuencias nucleotidicas que codifican las isoformas de Dac g5 representadas con los nimeros SEC
IDn°5y SEC ID n° 7 del listado de secuencias adjunto.

Se describe asimismo la mutagénesis de la proteina que permite introducir en ciertas posiciones definidas de la
proteina uno o varios sitios que llevan una funcién particular. Puede tratarse, por ejemplo, de introducir un sitio de
N-glicosilacion sobre el alérgeno.

La invencion se refiere también a una molécula de &cido nucleico recombinante que comprende una secuencia
polinucleotidica que codifica para el alérgeno Dac g5 o una de sus isoformas, o un derivado de éstos funcional y/o
inmunolégico de la proteina Dac g5, o de una de sus isoformas, un promotor unido de manera funcional a dicha
secuencia, eventualmente un gen de seleccion dispuesto bajo el control de su propio promotor o incluso del mismo
promotor que dicha secuencia, y ventajosamente una secuencia de terminaciéon dispuesta aguas abajo de dicha
secuencia. Puede tratarse de un casete o preferentemente de un vector de expresion que comprende en particular
un origen de replicacion eucariota o procariota, una secuencia promotora adaptada, un marcado de seleccién y una
secuencia nucleotidica que codifica para el alérgeno Dac g5 o una de sus isoformas, o un derivado de éstos
dispuesto bajo el control de dichas secuencias de regulacion. El experto en la materia seleccionara sin dificultad, de
entre los vectores de expresion conocidos de la técnica anterior, el vector mejor adaptado para el organismo
hospedante en el que tiene previsto producir la proteina.

La invencion prevé, muy particularmente, para la produccion de la proteina que constituye el alérgeno Dac g5 o una

de sus isoformas, un vector que permite la expresion del acido nucleico en unas células eucariotas, y
preferentemente en unas células vegetales o en unas levaduras.
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También se puede construir el vector de expresién con el fin de permitir la produccién de la proteina recombinante
definida anteriormente en forma de una proteina de fusién. El polipéptido fusionado a la proteina de interés puede
ser en particular atil para permitir o facilitar la purificacion de ésta. Este polipéptido puede ser en particular una
secuencia constituida por varias histidinas o "Histidine-Tag" afiadidas en una region variable no critica para la
actividad y la conformacién de la molécula, puede tratarse de una region interna o de un extremo N- o C-terminal. La
adicion de una secuencia "Histidine-Tag" permite purificar la proteina recombinante mediante cromatografia de
afinidad sobre una columna de metal quelado.

La invencién se refiere asimismo a un hospedante, eucariota o procariota, transformado por un vector de expresion
como se ha definido anteriormente. Este hospedante puede por ejemplo ser E. coli, Saccharomyces cerevisiae,
Pichia Pastoris, o una célula vegetal, en particular una célula de Nicotiana tabacumdans en cuyo genoma se
incorpora de manera estable la molécula de acido nucleico que codifica para el alérgeno Dac g5 o una de sus
isoformas o un derivado de éstos.

La presente invencion se refiere asimismo a un organismo o microorganismo, preferentemente una célula o una
planta, muy preferentemente de tabaco, que ha incorporado en su genoma, ventajosamente de manera estable, una
molécula de acido nucleico de la invencion colocada bajo el control de una secuencia de regulacion con el fin de
expresar el alérgeno Dac g5 o una de sus isoformas en estas células, en una planta o una parte determinada de
planta.

Se pueden preparar unas plantas transgénicas segun la invencién transformando una célula vegetal con dicha
molécula de acido nucleico y después regenerando una planta a partir de la célula transformada.

La invencion se refiere a un procedimiento de obtencion de la proteina Dac g5 recombinante o de una de sus
isoformas, o de un derivado funcional o inmunolégico de Dac g5 o de una de sus isoformas. Este procedimiento
comprende el cultivo de un organismo, procariota o eucariota, transformado por un vector de expresién tal como se
ha definido anteriormente, en condiciones y durante un tiempo suficiente para permitir la expresion de dicha
proteina.

Este procedimiento comprende también el aislamiento de las proteinas producidas a partir del cultivo de los
organismos transformados. En el caso particular de la expresion de proteinas recombinantes en unas células de
tabaco, las células que expresan el alérgeno de interés se seleccionan por inmunodeteccién con la ayuda de un
anticuerpo dirigido contra la forma natural de Dac g5. Los alérgenos se localizan por fraccionamiento celular, y
después se purifican a partir de suspensiones celulares transgénicas por inmunodeteccién con la ayuda de un
anticuerpo dirigido contra la forma natural de Dac g5. El procedimiento segin la invencién comprende también el
andlisis estructural e inmunolégico de la o de las proteinas producidas.

Se describe asimismo por lo tanto el alérgeno Dac g5 o un derivado de éste recombinante obtenido mediante dicho
procedimiento. La invencion se refiere a la pro-forma y a la forma madura del alérgeno Dac g5. La invencion se
refiere a las isoformas de la forma madura de Dac g5. Se describen asimismo unos fragmentos peptidicos o
polipeptidcos de Dac g5 o de una de sus isoformas, asi como unas proteinas funcionalmente o inmunolégicamente
equivalentes a Dac g5 o a una de sus isoformas. Las proteinas equivalentes a Dac g5 o a una de sus isoformas
pueden ser obtenidas en particular mediante mutagénesis dirigida aplicada a la molécula de ADN que codifica para
Dac g5 o una de sus isoformas. Se describe asimismo una proteina de fusién recombinante que comprende la
proteina Dac g5 o una de sus isoformas, un fragmento de estas proteinas o un equivalente funcional o inmunoldgico.

Este alérgeno recombinante, un derivado de éste, como el alérgeno natural, pueden ser utilizados para preparar unos
anticuerpos monoclonales o policlonales. Los anticuerpos monoclonales se preparan segin unas técnicas clasicas,
bien conocidas por el experto en la materia. Se pueden obtener unos anticuerpos policlonales inmunizando unos
animales con el alérgeno Dac g5 con la ayuda de un adyuvante adaptado, los anticuerpos son después purificados del
suero de los animales inmunizados.

Estos anticuerpos pueden servir asimismo para detectar la presencia del alérgeno Dac g5, de un fragmento peptidico
de la proteina o de una de sus isoformas o de un equivalente inmunolégico de éstas, en un medio particular como por
ejemplo un medio de cultivo.

La invencion se refiere ademas a las composiciones farmacéuticas destinadas al tratamiento y/o al diagnéstico de una
alergia y que comprenden como principio activo una cantidad eficaz de Dac g5, de una de las isoformas de la proteina
0 de un derivado funcional o inmunolégico de ésta, o también de un anticuerpo dirigido contra ésta. En estas
composiciones, el principio activo esta asociado a un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones
destinadas al tratamiento de la alergia se formulan segun unos principios adaptados y conocidos por el experto en la
materia con el fin de ser inyectadas por via subcutanea o mediante cualquier otra via de administracion.

La invencion se refiere asimismo a un procedimiento de deteccion de la sensibilidad manifestada por un individuo al
polen de herbaceas y en particular al polen de Dactylis glomerata. Este procedimiento comprende la deteccion de la



10

15

20

25

30

35

40

presencia de anticuerpos que une una de las isoformas de la proteina recombinante Dac g5 o un derivado funcional y/o
inmunoldgico de éstas, o un anticuerpo especifico de éstas. Este procedimiento comprende en particular una etapa
durante la cual una muestra que procede del individuo se pone en contacto con una de las isoformas de la proteina
recombinante Dac g5, un derivado de éstas o un anticuerpo dirigido contra éstos, en unas condiciones que permiten la
formacion de un complejo antigeno/anticuerpo, y después la deteccion de dicho complejo.

La invencion se refiere por Ultimo a un agente reactivo de diagnéstico de una alergia, caracterizado porque comprende
una preparacion que contiene una de las isoformas de la proteina recombinante Dac g5 y/o un derivado de una de las
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isoformas de Dac g5, o un anticuerpo dirigido contra éstas.
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tac
Tyr

ace
Thrx
40

gte
val

ceyg
Pro

aayg
Lys

aag
Lys

acc
Thr

gct
Ala

goo
Ala

-
2

gct
Ala

aat
Asn

gcg
Ala

gct
Ala

cte
Leu
105

cee
Pro

cta
Leu
10

gcc
Ala

gga
Gly

gct
Ala

gac
Asp

aac
Asn
20

gac

Asp

gag
Glu

tte
Phe

gac
Asp

g99g
Gly

ggt
Gly

aag
Lys
75

atce

Ile

gec
Ala

gcc
Ala

cte
Leu

gec
Ala

aay
Lys

tte
Phe

tte
Phe

gcc
Ala

gcc
Ala

aag
Lys

gee
Ala

ggec
Gly

geg
Ala
45

aag

Lys

aayg
Lys

gcc
Ala

tac
TyY

tac
Tyr

gtg
Val

tac
Tyr
30

atg
Met

gcg
Ala

acc
Thr

gecc
Ala

gce
Ala
110

gac
Asp

gtc
Val
15

acc
Thr

acce
Thr

gece
Ala

ttc
Phe

gce
ala
95

gtc

Val

gcec
Ala

oty
Leu

ccg
Pro

gag
Glu

gtg
Val

gag
Glu
80

acc

Thr

geoc
Ala

tte
Phe

48

9¢

144

182

240

288

136

384



qgte
Val

gtec
Val
145

cce
Pro

atc
ile

gtc
Val

gca
ala

cag
Gln
225

gtc
Val

cag
Gln

gct
Ala

aaa
Lys

gcc
Ala
130

cat
His

gcc
Ala

gca
Ala

tte
Phe

tac
Tvr
210

gel
Ala

ttt
Phe

aag
Lys

gee
Ala

gte
val
290

<210>2

<211> 290

115

gcc
Ala

gecc
Ala

agt
Gly

gce
Ala

Fag
Glu
195

gag
Glu

tac
Tyr

gag
Glu

gtc
Val

agt
Ser
275

tga

<212> PRT
<213> Dactylis glomerata

<400> 2

gte
Val

gag
Glu

acc
Thy
180

ggc
Gly

agt
Ser

geoe
Ala

gec
Ala

gee
Ala
260

gct
Ala

acc
Thr

aag
Lys

ctg
Leu
165

get
Ala

goc
Ala

tac
Tyr

goo
Ala

geg
Ala
245

acg

Thr

get
Ala

gaa
Glu

cce
Pro
150

cag
Gln

gca
Ala

tte
Phe

aay
Lys

acc
Thr
230

ctg

Leu

cct
Pro

acc
Thr

gcg
Ala
135

geot
Ala

attc
Ile

aac
Asn

aac
Asn

tte
Phe
215

gty
val

acc
Thr

gcc
Ala

gge
Gly

120

fe] el
Leu

gcc
Ala

gtc
val

gce
Ala

aag
Lys
200

ate
Ile

gece
Ala

aaqg
Lys

gcc
Ala

get
Ala
280

cge
Axg

gag
Glu

gac
Asp

gcco
Ala
185

gec
Ala

[SIe%.]
Bro

gcc
ala

gac
Ala

gtt
Val
265

goe
hla
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gtt
Val

gag
Glu

aaqg
Lys
170

[sdeled
Pro

atc
Tle

acg
Thr

gcg
Ala

ate
Ile
250

gt
Ala

ace
Thr

atc
Ile

gtt
Val
155

atc

Ile

gcco
Ala

aag
Lys

ctt
Leu

ccg
Pro
238

ace
Thr

aca

Thr

goe
Ala

gce
Ala
140

ceca
Pro

gac
Asp

aac
Asn

gag
Glu

gag

Glu
220

gag
Glu

gce
Ala

-ggt

Gly

get
Ala

ggc
Gly

gcyg
Ala

gee
Ala

gac
Asp

agc
Ser
205

geo,

Ala

gtc
val

atg
Mat

gcg.

Ala

goe
Ala
285

gca
Ala

gce
Ala

gce
Ala

aag
Lys
190

ace
Thx

gcg
Ala

aayg
Lys

tce
Ser

gca
Ala
270

ggt
Gly

cte
Leu

aag
Lys

tac
Tyr
175

tte
Phe

gge
Gly

gtc
Val

tac
Tyr

gag
Glu
255

acg

Thx

gge
Gly

gaa
Glu

ate
Ile
160

aag

Lys

ace
Thr

gdgc
Gly

aag
Lys

geo
Ala
240

gca
Ala

goo

Ala-

tac
Tyr

232

528

576

624

672

720

768

Bl6

ge4

873



10

Met
Val
Ala
Glu

Ala
65

Ala
Lys
Tyr
Val
Val
145
Pro
Ile
val
Ala
Gln
225
Val
Gln

Ala

Lys

Ala
Ala
Ala
Gln

S50
Ala

Thr
Val
Lys
Ala
130
His
Ala
Rla
Phe
Tyr
210
Ala
Phe
Lys
Ala

val
290

<210>3
<211>798

<212> ADN
<213> Dactylis glomerata

<220>
<221>CDS
<222>(1)..(798)
<223> Dac g5 secuencia madura

<400> 3

gce
Ala
1

gga
Gly

gct
Ala

gac
Asp

aac
Asn
65

gac

gac
ASD

999
Gly

ggt
Gly

aag
Lys
50

ate
Ile

gcc

Val
Gly
Ala

35
Thr

Ala

Phe
Pro
Thr
115
Ala
Ala
Gly
Ala
Glu
195
Glu
Tyr
Glu

Val

Sex
275

goo
Ala

aag
Lys

tta
Phe
35

tec
Phe

gcec
Ala

gec

Gln
Pro

20
Ala

Leu

Ser

Thr
Leu
100
Ala
Leun
Val
Glu
Thr
180
Gly
Ser
Ala
Ala
Ala

260
Ala

ggc
Gly

gcg
Ala
20

aag
Lys

aag
Lys

o<
Ala

tac

Lys
val
Thr
Ile

Ser

Ala

85
Phe
Thr
Thr
Lys
Leu
165
Ala
ARla
Tyx
Ala
Ala
245
Thr

Ala

tac
Tyr

atg
Met

geg
Ala

acc
Thr

goc
Ala

gacc

Tyr
Ala
Pro
Glu
Ala

70
Ala
Val
Gly
Glu
Pro
15¢
Gln
Ala
Phe
Lys
Thr
230
Leu

Pro

Thr

acc
Thr

agc
Thr

gce
Ala

tte
Phe

goc
Ala
70

gte

Thr
Ser
hla
ASp

55
Pro

Cys
Ala
Pro
Ala
135
Ala
Ile
Asn
Asn
Phe
215
val
Thr

Ala

Gly

ccyg
Pro

gagy
Glu

gtg
val

gag
Glu
55

acc
Thr

gcc

val
Tyr
Thr

40
Val

Pro

Lys
Lys
Thr
12¢
Leu
Ala
Val
Ala
Lys
200
Iie
Ala
Lys
Ala

Ala
280

gce
Ala

gag
Glu

gcc
Ala
40

gee
Ala

aag
Lys

tac

Ala
Ala

25
Ala

Asn

Ala

Ala
Tieu
105
Pro
Arg
Glu
Asp
Ala
185
Ala
Pro
Ala
Ala
val

265
Ala

gcc
Ala

cag
Gln
25

gco
Ala

acc
Thr

gty
val

aag
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Leu

10
Ala
Gly
Ala

Asp

Asn .

90
Bsp

Glu
Val
Glu
Lys
170
Pro
ile
Thr
Ala
Ilie
250

Ala,

Thr

gog
Ala

acg
Thr

goe
Ala

tte
Phe

cCcce
Pro

acgc

Phe
Asp
Gly
Gly

Lys
75

Ala
Ala
Ile
Val
155
Ile
Ala
Lys
Leu
Pro
235
Thr

Thr

Ala

gcc
Ala

cta
Leu

tce
Sexr

act
Thr

ctyg
Leu
15

gece

Leu
Ala
Lys
Phe

60
Phe

Ala
2la
Lys
Ala
140
Pro
Asp

Asn

Glu s

Giu.
220
Glu
Ala.
Gly

Ala

acc

“Thr B

ate
Ile

agt
Ser

gcg
Ala
]

ttc
Phe

acy

Ala
Gly
Ala

45
Lys

Lys

Ala
Tyr
Tvr
125
Gly
Ala

Ala

Met

Ala

val
Tyxr

30
Met
Ala

Thr

Ala
Ala
110
Asp
Ala
Ala
Ala
Lys
120
Thr
2la
Lys
Ser

Ala

270

Ala
2B5

gag
Glu

gee
Ala
45

gco
Ala

gtc
Val

g9c

Gly

g gct

Ala

gac
Asp
3¢

cct
Pro

tge
Cys

gco
Ala

ccc

Val

15
Thr
Thr
Ala

Phe

Ala

95
Val
Ala
Leu
Lys
Tyr
175
Phe
Gly
Val
Tyx
Glu
255
Thr

Gly

acc
Thr

15
gtec
Val

ceg
Pro

aag

aag
Lys

acc

Leu
Pro
Glu
Val

Glu
80

Thr
Ala
Phe
Glu
Ile
1690
Lys
Thz
Gly
Lys
Ala
240
Rla

Ala

Tyr

gct
Ala

aat

Asn-

gcg
Ala

gct
Ala

ctc
Lesu
80

cce

48

96

144

240

288



Asp

gag
Glu

gkt
Val

gay
Glu

aag
Lys
145

cce
Pro

ace
Ile

acg
Thyr

gcg
Ala

atc
Ile
z25
gct
Ala

acc
Thr

hla

goo
aAla

Iie

gtt
val
130

arc
Ile

aag
Lys

cte
Leu

ccg
Pro
210

acc

Thx

aca
Thr

goe
Ala

<210>4

<211> 265
<212> PRT
<213> Dactylis glomerata

<400> 4

Ala

aag
Lys

gcc
Ala
115

cce
Pro

gac
Asp

aac
Asn

gag
Glu

gag
Glu
195

gag
Glu

qeco
Ala

ggt
Gly

got
Ala

Tyr

tac
Tyr
100

ggc
Gly

gcg
Ala

gcc
Rla

gac
Asp

agc
Ser
180

gee
Ala

gtc
val

atg
Met

gcg
Ala

gec
Ala
260

Ala
85

gac
Asp

gce
Ala

gce
Ala

gco
Ala

aag
Lys
165

acc
Thr

geg
ala

aag
Lys

tcc
Ser

gca
Ala
245

ggt
Gly

Val

gaoo
Ala

cte
Leu

aag
Lys

tac
Tyr
150

ttc
Phe

ggc
Gly

gte
Val

tac
Tyr

gag
Glu
230

acc

Thr

gg<c
Gly

Ala

tte
Phe

gaa
Glu

atc
Ile
135

aag
Lys

acc
Thr

ggc
Gly

aag
Lys

gcc
Ala
215

gca
Ala

gec
Ala

tac
Tyr

Tyr

gte
val

gte
Val
120

cce
Pro

atc
Ile

gtc
Val

gca,
Ala

cag
Gln
200

gre
Val

cag
Gln

gact
Ala

aaa
Lys

Lys

gce
Ala
105

cat
His

geo
Ala

gca
Al=

tte
Phe

tac
TYyr
185

gct
Ala

ttt
Phe

aag
Lys

goe
Ala

gte
Val
265

ES 2396 540 T3

inr

90

gcc
Ala

geco
Ala

ggt
Gly

gcc
ala

gag

Glu.

170

gag
Glu

tac

Tye

gag
Glu

gtc
Val

agt
Ser
250

tga

Ala

ctc
Leu

gte
Val

gag
Glu

aca
Thr
155

ggc

Glir

agt
Ser

gce
Ala

gce
Ala

gcc
Rnla
235

gct
Ala

Thr

acc
Thr

aag
Lys

ctg
Leu
140

gct
Ala

gce
Ala

tac
Tyr

gce
Ala

gcg
Ala
220

acg
Thr

got
Ala

Gly

gaa
Glu

ccC
Pro
125

cag
Gln

gca
Ala

ttce
Phe

aag
Lys

acc
Thr
205

ctyg

Leu

cct
Pro

acc
Thr

Pro

gcg
Ala
11¢

get
Ala

att
Ile

aac
Asn

aac

‘Asn

ttec

Phe-

190

gty

Val.

aca.

Thr

gee.

Ala

gg<¢
Gly

Thr
95

cte

Leu

gee
Ala

gte
val

gee
Ala

aag
Lys
175

atc
Ile

geeo
Ala

aag

‘Lys

goc

Ala

get:

Ala
255

Pro

cge
Arg

gag
Glu

gac
Asp

goo
Ala
160

geec
Ala

cce
Fro

gee
ala

gcc
Ala

gtt
Vval
240

yeo
Ala

316

384

432

430

576

672

720

768

798



10

&ala
Gly
Ala
Asp

Asrl

65
Rap

Val
Glu
Lys
145
Pro
Tle
Thr
Ala
Ile
225

Ala

Thx

Asp
Gly
Gly
Lys

S0
Ile

Ala
bla
Ile
Val
130

Ile

Ala

Iieu
Pro
210
Thr
Thr

Ala

<210>5

<211>798
<212> ADN
<213> Dactylis glomerata

<220>
<221> CDS
<222> (1) .. (798)
<223> Dac g5 secuencia madura isoforma 1

<400>5

gae
Ala
i3

gga
Gly

get
Ala

gac
Asp

aac
Asn
65

gac
Asp

gac
Asp

999
Gly

ggt
Gly

aag

ate
Ile

gec
Ala

Ala
Lys
Phe

35

Phe

Ala

Ala
Lys
Ala
115
Pro
Asp
Asn
Glu
Glu
195
Glu
Ala

Gly

Ala

gece
Ala

aag
Lys

ttc
Phe
35

tte
Phe

gcC
Ala

gaa
Ala

Gly
Ala

20
Lys
Lys

Ala

Tyr
Tyr
100
Gly
Ala
Ala
Asp
Ser
180
Ala
val
Met

Ala

Ala
260

ggc
Gly

gcg
Ala

aayg
Lys

asg
Lys

goc
ala

tac
Tyr

Tyr
Met
Ala
Thr

Ala

Rla

85
Asp
Ala
Ala
Ala
Lys
165
Thr
Ala
Lys
Ser
Ala

245
Gly

tac
Tyr

atg

Met

geg
Ala

acc
Thr

gco
Ela

gco
Bla
85

Thr
Thr
Ala
Fhe
Ala
70
val
Ala
Leu
Lys
Tyr
150
Phe
Gly
Val
Tyr
Glu
230

Thr

Gly

acce
Thr

acoCc
Thr

gae
Ala

tte
Phe

goc
Ala
70

gtc
val

Pro
Glu
Val
Glu

Thr

Rla
Fhe
Glu
Ile
135
Lys
Thr
Gly
Lys
Ala
2158
Ala

Ala

Tyx

ccg
Pro

gag
Glu

gtg
Val

gag
Glu
55

age

Thr

gec
Ala

Ala
Glu
Ala

40
Ala

Lys

Tvyr
val
vVal
120
Pro
Ile
Val
Ala
Gln
200
val
Gln

Ala

Lys

gcc
Alz

gag
Glu

gee
Ala
40

gce

ARla

aag
Lys

tag
Tyxr

Ala
Gln

25
Ala
Thr

Val

Ala
105
His
Ala
Ala

Phe

Tyr
185
Ala
Phe
Lys

Ala

val
265

gqec
Ala

cag
Gln
25

gca
Ala

acc
Thr

gtg
Val

aag
Lys
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Ala

10
Thr
Ala
Phe

Pro

Thr

90
Ala
Ala

Gly

Glu
170
Glu
Tyr
Gln

val

Ser
250

gcg
Ala
10

acg
Thx

goca
Ala’

tte
Phe

acc
Pro

ace
Thr
940

Ala
Leu
Ser
Thr

Leu

75
Ala

Leu
Val
Glu
Thr
185
Gily
Ser
Ala
v 1a
Ala

235
Ala

goc

-Ala

cta
Leu

too
Ser

acc
Thr

ctg
Leu

gcc
Ala

Thr
Ile
Ser
Ala

680
phe

Thr
Thyr
Lys
Leun
140
Ala
Ala
Tyx
Ala
Ala
22Q

Thr

Ala

acea
Thr

atc
1ie

agt
Ser

gcd
Ala
60

ttc

Phe

acg
Thr

Pro
Glu
Ala

45
Ala

val

Lys

Thr
205

Leu.

Prxo

Thr

ccg
Pro

gag’
Glu

geco
Ala
45

=l
Ala

gtc
val

ggc
Gly

10

Ala
Asp

30
Pro

Cys

Ala

Pro
Ala
110
Ala
Ile
Asn
Asn
Phe
190
Val
Thr
Ala

Gly

gct
Ala

.gac’

Asp
30

cct

Pra

tgc
Cys

gcco
Ala

cCC
Pro

Thr

15
Val
Pro

Lys

Lys

Thr
95
Leu

Ala
val
Lla
Lys
175
Iie
Ala
Lys
Ala

Ala
255

ace
Thr
15

gtc
val

ccyg
Pro

aag
Lys

aag
Lys

acc
Thr
g5

Ala
Asn
Ala
Ala

Leu

80
Pro

Asp
hla
160
Ala
Pro
Ala
Ala
Val

240
Rla

gct
Ala

aat
Asn

gog
2la

gct
Ala

ctc
Leu
80

ceC
Pro

a8

96

144

240

2ge



gag
Glu

gtt
Val

gag
Glu

aag
Lys
145

ccc
Fro

ate
Ile

acy
Thr

acg
Rla

atc
Ile
225

gct
Rla

ace
Thr

gee
Ala

ate
Ile

gtt
Val
130

atc
Ile

goc
Ala

aag
lvs

ctt
Leu

ccc
Pre
210

acc

Thr

aca
Thr

.gcc

Ala

<210>6
<211> 265
<212> PRT
<213> Dactylis glomerata

<400> 6

aag
Lys

gcc
Ala
118

cce
Pro

gac
Asp

aac
Asn

gag
Glu

gag
Glu
185

gag
Glu

goo
Ala

ggt
Gly

gck
Ala

tac
Tyr
100

gge
Gly

geg
Ala

gcc
Ala

gac
Asp

age
Ser
180

gcc
Ala

gtc
val

atg
Met

gecg
aAla

gee
Ala
260

gac
Asp

gec
Ala

gcc
Ala

gec
Ala

aay
Lys
165

acc
Thr

gcg
ala

aag
Lys

tee
Ser

gca
Ala
245

ggt
Gly

gce
Ala

ctc
Leu

aag
Lys

tac
Tyr
150

tte
Phe

ggc
Gly

gtc
val

tac
Tyr

gag
Glu
230

acc

Thr

ggc
Gly

tte
FPhe

gaa
Glu

atc
Ile
135

aag
Lys

scc
Thr

gge
Gly

aag
Lys

gce
Ala
215

gca

Ala

gec
Ala

tac
Tyr

gte
val

gte
val
120

ccce
Pro

atc
Ile

gte
Val

gca
Ala

cag
Gln
200

gtc
val

cag
Gln

got
ala

azaa
Lys

goo
Ala
105

cac
His

gece
Ala

gca
Ala

tte
Fhe

tac
Tyx
185

gec
Ala

et
Fhe

aag
Lys

gce
ala

gtc
val
265

ES 2396 540 T3

yeo
2la

goo
Ala

ggt
Gly

gco
Ala

gag
Glu
170

gag
Glu

tac
Tvr

gag
Glu

gte
val

agt
Ser
250

tga

cte
Leu

gte
Val

gag
Glu

agc
Thr
155

ggce
Gly

agt
Ser

gcc
Ala

gcc
Ala

gce

Ala-

235

gct
Ala

acc
Thr

aag
Lys

ctg
Leu
140

gec
Ala

goo
Ala

tac
Tyr

gcc
ala

gcg

Ala

220
acy

Thr

gct
Ala

gaa gcg cte

Glu

cec
Pro
125

cag

Gln

gca

tce
Phe

aag
Lys

acc
Thr
208

ckg
Leu

cct
Pro

acc
Thr

11

Ala
110

get
Ala

att
Ile

aac
Asn

aac
Asn

tte
Phe
190

gty
val

acc
Thr

gcco
Ala

ggc
Gly

Leu

gcc
Ala

aag
Lys
175

atc
Ile

gaoc
Ala

aag
Lys

gcao
ala

gct
Ala
2585

cge
Arg

gag
Glu

gac
Asp

gca
Ala
160

gcc
Ala

coc
Pro

gcc
Ala

gco
Ala

gttt

Val.

240

goe
Ala

384

432

430

528

576

€24

672

720

768

798



10

ala

1
Gly
Ala
Asp
Asn

&5
Asp

Glu
val
Glu
Lys
145
Pro
Ile
Thr
Ala
Ile
225

Ala

Thr

Asp
Gly
Gly
Lys

50
Iie

Ala A

Ala
Ile
val

130
Ile

Lys
Leu
Pro
210
Thye
Thr

Ala

<210>7

<211>798
<212> ADN
<213> Dactylis glomerata

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(798)
<223> Dac g5 secuencia madura isoforma 2

<400> 7

gcc
Ala
1

gga
Gly

gct
Ala

gac

gac
AsSp

999
Gly

gge
Gly

aag

Asp Lys

aac

50

atc

asn Tle
65

gac gec
Asp ala

gag gcc
Glu Ala

Ala
Lys
Dhe

38
Phe

Ala

Lys
Rla
115
Pro
Asp
Asn
Glu
Glu
185
Glu
Ala
Gly

Ala

geco
Ala

aag
Lys

tte
Phe
35

ttc
Phe

gco
Ala

gece
Ala

aayg
Lys

Gly

Ala

.
z

Lys
Lys
Ala

Tyr

Tyr

5
Met
Ala
Thr
Ala

Ala
85

Thr
Thr
ala
Phe
Ala

70
val

Tyr Asp Ala

100

Gly Ala

Ala
Ala
Asp
Ser
180
Ala
Val
Met

Ala

Ala
260

gg9¢<
Gly

acg
Ala
20

aag
Lys

aag
Lys

gce
Ala

tac
Tyr

tac
Tyr
106

Ala

Ala

Lys
165
Thr

Ala

Lys

Ser

Ala

245
Gly

tac
TYr

atg
Met

gcg
Ala

ace
Thr

gce
Ala

gcco
Ala

gac
Asp

Leu
Lys
Tyr
150
Phe
Gly
Val
Tyr
Glu
230
Thay

Gly

.ace
Thr

acc
Thr

goo
Ala

ttc
Phe

gece
Ala
70

gtc
Val

gce
Ala
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REIVINDICACIONES

1. Molécula de acido nucleico purificada, caracterizada porque comprende o esta constituida por una secuencia
nucleotidica que codifica para

i) el alérgeno Dac g5 cuya secuencia en aminoacidos esta representada con el nimero SEC ID n° 2 en el
listado de secuencias adjunto; o

i) una de las isoformas maduras del alérgeno Dac g5 cuya secuencia en aminoacidos se selecciona de entre
las secuencias SEC ID n® 4, SEC ID n° 6 o SEC ID n° 8, del listado de secuencias adjunto, o un derivado
funcional y/o inmunolégico de éste que presenta una homologia de secuencias de aminoacidos superior al
90% con la secuencia presentada con el nimero SEC ID n° 2 adjunta, y capaz de unirse a unos anticuerpos
anti-Dac g5.

2. Molécula de acido nucleico segin la reivindicacion 1, caracterizada porque comprende o esta constituida por una
secuencia nucleotidica seleccionada de entre las secuencias SEC IDn° 1, SECIDn°3, SECIDn°50 SECIDn°7
del listado de secuencias adjunto.

3. Molécula de &cido nucleico recombinante, caracterizada porque comprende una molécula de acido nucleico
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, un promotor unido de manera funcional a dicha molécula de acido
nucleico, eventualmente un gen de seleccién colocado bajo el control de su propio promotor o del mismo promotor
qgue dicha molécula de acido nucleico, y ventajosamente una secuencia de terminaciéon colocada aguas abajo de
dicha molécula de &cido nucleico.

4. Vector de expresion, caracterizado porque comprende un origen de replicacion eucariota o procariota, una
secuencia promotora adaptada, un marcador de seleccion y una molécula de acido nucleico segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 o 2, colocada bajo el control de dichas secuencias de regulacién.

5. Hospedante eucariota no humano o procariota transformado por una molécula de acido nucleico segin la
reivindicacion 3, o por un vector de expresion segun la reivindicacion 4.

6. Hospedante segln la reivindicacién 5, caracterizado porque esta constituido por una célula vegetal en cuyo
genoma se incorpora, ventajosamente de manera estable, una molécula de acido nucleico segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.

7. Planta y muy preferentemente planta de tabaco, que ha incorporado de manera estable en su genoma una
molécula de acido nucleico, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, colocada bajo el control de una
secuencia de regulacion de manera que el alérgeno Dac g5 se exprese en una parte determinada de la planta.

8. Suspension celular, muy particularmente de tabaco, cuyas células han incorporado de manera estable en su
genoma una molécula de acido nucleico, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, colocada bajo el control de
una secuencia de regulacién de manera que el alérgeno Dac g5 se exprese en dichas células.

9. Levadura que ha incorporado de manera estable en su genoma una molécula de acido nucleico segin cualquiera
de las reivindicaciones 1 o 2, colocada bajo el control de una secuencia de regulacion de manera que se exprese el
alérgeno Dac gb.

10. Procedimiento de obtencion de la proteina Dac g5 recombinante, de una isoforma o de un derivado funcional o
inmunolégico de ésta, tales como se han definido en la reivindicacién 1, caracterizado porque comprende el cultivo
de un organismo, procariota o eucariota, transformado por una molécula de acido nucleico segun la reivindicacién 3,
0 por un vector de expresion segun la reivindicacion 4, en unas condiciones y durante un tiempo suficiente para
permitir la expresion de dicha proteina, y después el aislamiento de las proteinas producidas a partir del cultivo de
los organismos transformados.

11. Proteina recombinante que comprende o que esta constituida por el alérgeno Dac g5 de secuencia SEC ID n° 2,
una isoforma de éste de secuencia seleccionada de entre las secuencias SEC IDn°4, SECIDn°6 0 SECIDn°8, 0o
un derivado de éste que presenta una homologia de secuencias de aminoacidos superior al 90% con la secuencia
presentada con el nimero SEC ID n° 2 y capaz de unirse a unos anticuerpos anti-Dac g5.

12. Composicién farmacéutica para el tratamiento o el diagnéstico de una alergia, caracterizada porque comprende
como principio activo una cantidad eficaz de una proteina segun la reivindicacion 11 o de un anticuerpo obtenido
mediante inmunizacién de un animal con esta proteina y dirigido contra esta proteina.

13. Procedimiento in vitro de deteccién de la sensibilidad manifestada por un individuo al polen de herbaceas y en

particular al polen de Dactylis glomerata, caracterizado porque comprende la puesta en contacto de una muestra
que procede de un individuo con la proteina segin la reivindicacion 11 o un anticuerpo obtenido por inmunizacion de

16
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un animal con esta proteina y dirigido contra esta proteina, en unas condiciones que permiten la formacion de un
complejo antigeno/anticuerpo, y después la deteccién de dicho complejo.

14.Agente reactivo de diagnostico de una alergia, caracterizado porque comprende una proteina segun la

reivindicacion 11 o un anticuerpo obtenido por inmunizacion de un animal con esta proteina y dirigido contra esta
proteina.
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Cebador F1: ggg tct aga atc ccg gtc cag aag tac acc
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Fig.2

Cebador F2: aag ctc gag aaa aga gcc gac gcc ggc tac acc
Cebador R1: ggg gag ctc tca gac ttt gta gcc acc ggc
Cebador R2: 999 ggc ggc cgc tca gac tit gta gce ace gge
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