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allergene.

=



10

15

20

25

30

35

WO 2004/005334 PCT/FR2003/002085

MOLECULE D'ACIDE NUCLEIQUE CODANT UNE PREPROPROTEINE
D’ALLERGENE D’UN ACARIEN DU GENRE DERMATOPHAGOIDES OU
EUROGLYPHUS ET SON UTILISATION POUR LA PRODUCTION DUDIT
ALLERGENE DANS LES PLANTES.

La présente invention concerne la production
d’allergénes d’acariens de la poussiére domestique du genre
Dermatophagoides ou Euroglyphus dans des cellules végétales.
L’invention concerne aussi des plantes transgéniques ou
partie de ces plantes et plus particuliérement des cellules
végétales transformées exprimant un tel allergéne
recombinant. L'invention se rapporte tout particuliérement a
des méthodes de diagnostic et de traitement des allergies
provoquées par de tels allergenes et aux compositions pour

leur mise en cuvre.

Les allergénes sont des protéines provenant de
matiére diverse, par exemple du pollen ou d’acariens, qui
constituent la cause majeure d'allergies dans les climats
tempérés. Certains individus prédisposés génétiquement
deviennent hypersensibles (allergiques) a des antigénes
provenant de sources environnementales trés variées. Les
antigéenes capables d'induire une réaction
d'hypersensibilisation immédiate ou retardée sont appelés
allergénes. Les allergénes peuvent notamment avoir pour
origine des arbres, des plantes herbacées, des insectes, des
mammiféres, de la nourriture, des médicaments ou des
produits chimiques. Les allergénes sont classés en groupes
de I & V selon leurs propriétés immunochimiques.

La présente invention s’intéresse aux allergénes de
Dermatophagoides farinae, de Dermatophagoides pteronyssinus
ou de Euroglyphus maynei, respectivement aussi désigné Der
p, Der £ ou Eur m, et plus particuliérement aux allergénes
d’acariens choisis dans le groupe I. L‘allergéne Der pl est

1’'un des allergénes majeurs accumulés dans les excréments
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d’acariens (Dermatophagoides sp). La protéine Der pl a une
masse moléculaire de 28 kDa et présente une activiﬁé
cystéine protéase.

Les anticorps impliqués dans l'allergie
appartiennent a la classe des immunoglobulines de type IgE.
En présence d'un allergéne, les IgE se lient aux mastocytes
et aux basophiles, ce qui conduit au relargage par ces
cellules de différents médiateurs chimiques et a la
manifestation de 1l'allergie. Celle-ci peut prendre
différentes formes, comme par exemple un choc
anaphylactique, de 1l'asthme, une rhinite ou une dermatite
atopique.

Lorsque le diagnostic de l'allergie & un composé
particulier a été établi, la désensibilisation du patient
vis-a-vis de l'allergéne en cause est 1'approche
thérapeutique la plus fréquente, notamment lorsque la
présence de l'allergéne ne peut étre évitée comme dans le
cas du pollen et des acariens. Ce type de traitement a
prouvé son efficacité, mais il nécessite de disposer d'un
produit efficace et stir. En effet, le traitement présente un
risque de choc anaphylactique, de plus le produit administré
doit étre dépourvu de toute impureté qui pourrait constituer
un autre allergéne potentiel. Or, aujourd’hui, on ne sait
utiliser que des mélanges complexes d'allergénes et pas de
produit pur. Il est donc nécessaire de pouvoir disposer
d'allergénes sous une forme structurale la plus proche
possible de l'allergéne natif et présentant le plus grand
degré de pureté possible.

L'un des moyens possibles pour atteindre ce but est
la production d'allergénes recombinants dans un organisme
héte (Laffer, S. et al., dJ. Allergy Clin. Immunol.,
Septembre 1996, volume 98, no. 3, pages 652-658).

Ainsi, il a été proposé dans l'art antérieur
d’'exprimer des génes codant ces protéines d’allergénes dans

E. coli. Ce systéme d'expression présente 1'inconvénient de
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ne pas assurer les modifications post-traductionnelles des
protéines qui peuvent é&tre réalisées dans les cellules
eucaryotes. Par exemple, les protéines produites ne sont pas
glycosylées, or la glycosylation de certaines protéines
allergénes peut étre importante pour leur capacité de
fixation aux IgE (Petersen, A. et al., Clinical and
Experimental Allergy, 1998, volume 28, pages 315-321 ; Van
Ree et al., J. Biol. Chem., 2000, volume 275, pages 11451-
11458).

I1 a également été proposé d’exprimer des protéines
actives dans les plantes. A cet égard on peut citer la
demande de brevet internationale PCT publiée sous le No. WO
00/20612 qui décrit de fagon générale des plantes
transgéniques exprimant des protéines actives et envisage
parmi celles-ci des allergenes.

Or, les travaux de recherche réalisés par les
inventeurs dans le cédre de l’invention ont mis en évidence
gque les protéines d’allergénes du groupe I des acariens
genre Dermatophagoides sont des protéines complexes dont le
clonage et l’expression dans les plantes nécessitent des
travaux de mise au point et de sélection importants pour
obtenir un polypeptide présentant effectivement
1'antigénicité de l’allergeéne natif.

on a décrit dans l’art antérieur, par exemple dans
les demandes de brevet internationales PCT publiées sous les
No. WO 88/10297 et WO 92/04445, le clonage et l'expression
d’ADN recombinants codant pour un polypeptide d’allergene
des acariens du genre Dermatophagoides.

L’ADNc codant Der pl n’étant pas disponible, son
clonage a été réalisé pour obtenir 1’ADNc codant pour la
protéine mature. Une premiere expérience d'expression a
échoué. En effet, il n’y a pas eu expression de l’allergéene
sous forme recombinante & partir de cellules de tabac

transformées avec 1'ADNc codant la protéine mature. Une
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nouvelle expérience de clonage a permis d’obtenir un ADNc de
960 bp codant la préproprotéine.

L’utilisation de 1’ADNc codant la préproprotéine
pour la transformation de cellules de tabac a permis la
production de l'allergéne Der pl sous forme recombinante.

Les ADNc codant les allergénes ont été sous-clonés
dans des vecteurs d’expression compatibles avec le systéme
végétal. Ces vecteurs ont éte utilisés pour la
transformation de cellules de tabac cultivées en suspension
et pour une production dans des plantes de tabac.

Les vecteurs d’expression construits au cours de ces
travaux contiennent le promoteur 35S du virus de la mosaique
du chou-fleur et la séquence de terminaison de la nopaline
synthase (nos) encadrant la séquence d’'ADNc codant chaque
allergéne natif. Leur transfert dans des cellules de tabac
BY2 a été réalisé a 1l’aide de la bactérie Agrobacterium
tumefaciens. A l’issue de cette transformation des cals
transgéniques exprimant 1’ allergéne recombinant ont été
sélectionnés par résistance sur un milieu nutritif contenant
1’antibiotique kanamycine. Les cals résistants exprimant
l’allergéne recombinant ont été criblés par western blot a
1’aide d’anticorps spécifiques de la protéine Der pl. Enfin,
trois cals exprimant fortement Der pl recombinant ont été
sélectionnés pour initier une culture en suspension de
cellules transgéniques de tabac.

La localisation de 1l’allergéne recombinant a éteé
ensuite étudiée par fractionnement cellulaire. La
localisation extracellulaire deDer pl, a été mise en
évidence. Cet allergéne est accumulé dans les fractions
correspondant au milieu de culture des suspensions
cellulaires mais également dans la fraction correspondant
aux protéines ioniquement liées a la paroi des cellules
végétales.

Ces travaux ont permis de montrer que la protéine

Der pl d’acarien est une protéine synthétisée sous forme de
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préproprotéine. La protéine mature Der pl a une masse
moléculaire de 28 kDa et présente un site de N-glycosylation
potentiel ; toutefois les données de la littérature
concernant la glycosylation de cette protéine chez les
acariens sont contradictoires (Chua et al., 1988, J. Exp.
Med, volume 167, pages 175-182 ; - Thomas et al., 1988, Int.
Archs. Allergy Appl. Immun., volume 85, pages 127-129).

L’analyse de 1l’allergéne recombinant par SDS-PAGE et
immunodétection aprés transfert sur membrane de
nitrocellulose a révélé 4 polypeptides immunoréactifs avec
des anticorps spécifiques de Der pl d’acarien. L’un de ces
polypeptides immunodétectés présente une migration
électrophorétique proche de la protéine d’acarien et
correspond & la protéine Der pl mature et glycosylée. Les 3
autres polypeptides présentent une migration
électrophorétique plus faible et correspondent a des étapes
intermédiaires de maturation de la protéine.

L’allergéne est synthétisé sous forme d’une
préproprotéine présentant a son extrémité N-terminale un
peptide signal de 18 a.a. et un propeptide de 80 a.a. Le
peptide signal et le propeptide sont clivés au cours de la
maturation co- et post-traductionnelle de la protéine dans
la cellule d’acarien pour donner une protéine mature de 222
a.a. Ainsi, le peptide signal permet d’introduire la
protéine en cours de synthése dans la lumiére du reticulum
endoplasmique. Le rdle du propeptide N-terminal n’a pas
encore &té identifié, mais la présente invention a mis en
évidence son rdle décisif pour l'’expression et la stabilité
de 1l’allergéne.

Ces travaux montrent la complexité des protéines
d’'acariens gqui sont synthétisées sous forme de
préproprotéines et subissent une glycosylation. Ainsi, le
propeptide N-terminal constitué de 80 a.a. est indispensable
pour exprimer la protéine Der pl dans un systéme eucaryote

tel que la cellule végétale ou la levure.
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En outre, les cellules végétales transformées par
1’ADNc codant pour la préproprotéine constituent a ce jour
le seul systéme d’expression hétérologue permettant la

production de l’allergéne sous sa forme mature.

En conséguence, l’invention a pour objet une
molécule d'acide nucléique purifiée comprenant ou constituée
par une séquence polynucléotidique codant pour (i) la forme
mature d’un allergéne protéique d’'un acarien du genre
Dermatophagoides ou Euroglyphus et (ii) un propeptide placé
3 1lrextrémité N-terminale dudit allergéne protéique

Avantageusement, ladite séquence nucléotidique code
aussi pour (iii) un peptide signal placé a l'extrémité N-

terminale dudit propeptide.

I,’acarien est choisi dans le groupe comprenant :
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae et

Euroglyphus maynei.

L’invention se rapporte tout particuliérement a la
mise en euvre d’un allergéne protéique mature d’acariens du
genre Dermatophagoides choisi dans le groupe comprenant :
Der pl (Dermatophagoides pteronyssinus), Der £l
(Dermatophagoides farinae) et Eur ml (Euroglyphus maynei).

L’invention a tout spécialement pour objet la forme
mature des allergénes protéiques suivants :

- Der pl, dont la séquence en acides aminés est
représentée dans la liste de séquence en annexe sous le SEQ
ID NO.2 qui est codée par la séquence nucléotidique
représentée dans la liste de séquence en annexe sous le SEQ
ID NO.1,

- Der fl, dont la séguence en acides aminés est
représentée dans la liste de séquence en annexe sous le SEQ

ID NO.4 gqui est codée par la séquence nucléotidique
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représentée dans la liste de séquence en annexe sSous le SEQ
ID NO.3,

- Eur ml, dont la séquence en acides aminés est
représentée dans la liste de séquence en annexe sous le SEQ
ID NO.6 gqui est codée par la séquence nucléotidique
représentée dans la liste de séquence en annexe sous le SEQ
ID NO.5,

Le propeptide placé a 1’extrémité N-terminale dudit
allergéne protéique est choisi dans le groupe comprenant les
propres propeptides des allergénes ci-dessus :

- pour Der pl : la séquence en acides aminés du
propeptide est représentée dans la liste de séquence en
annexe sous le SEQ ID NO.8 qui est codée par la séquence
nucléotidique représentée dans la liste de séquence en
annexe sous le SEQ ID NO.7.

- pour Der f1 : la séquence en acides aminés du
propeptide est représentée dans la liste de séquence en
annexe sous le SEQ ID NO.1l0 qui est codée par la séquence
nucléotidique représentée dans la liste de séquence en
annexe sous le SEQ ID NO.9.

- pour Eur ml : la séquence en acides aminés du
propeptide est représentée dans la liste de séquence en
annexe sous le SEQ ID NO.12 qui est codée par la séquence
nucléotidique représentée dans la liste de séquence en
annexe sous le SEQ ID NO.1ll.

Selon une forme de réalisation préférée, on préfeéere
associer a chaque allergéne mature son propre propeptide.

Le peptide signal placé a 1’extrémité N-terminale
dudit propeptide peut &tre tout peptide signal responsable
de l’introduction de proforme dans la lumieére du réticulum
endoplasmique des cellules. Plus particuliérement, ledit
peptide signal est choisi dans le groupe comprenant les

propres peptides signaux des allergénes ci-dessus :
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- pour Der pl : la séquence en acides aminés du
peptide signal est représentée dans la liste de séquence en
annexe sous le SEQ ID NO.14 qui est codée par la séquence
nucléotidique représentée dans la liste de ségquence en
annexe sous le SEQ ID NO.13.

- pour Der £fl1 : la séquence en acides aminés du
peptide signal est représentée dans la liste de séquence en
annexe sous le SEQ ID NO.16 qui est codée par la séquence
nucléotidique représentée dans la liste de séquence en
annexe sous le SEQ ID NO.15

- pour Eur ml : la séquence en acides aminés du
peptide signal est représentée dans la liste de séquence en
annexe sous le SEQ ID NO.18 qui est codée par la séquence
nucléotidique représentée dans la liste de séquence en
annexe sous le SEQ ID NO.1l7.

Selon une forme de réalisation préférée, on préfere
associée a chagque allergéne mature son propre peptide

signal.

Un exemple spécifique de séquence polynucléotidique
selon 1’invention codant pour (i) la forme mature d’un
allergéne protéique d’un acarien du genre Dermatophagoides,
(ii) un propeptide placé a l’extrémité N-terminale dudit
allergéne protéique, et (iii) un peptide signal placé a
1’extrémité N-terminale dudit propeptide, est représentée
dans la liste de séquence en annexe sous le numéro SEQ ID
NO.19 (Figure 2). La sédquence en acides aminés correspondant
codée par cette séquence polynucléotidique est représentée
dans la liste de séquence en annexe sous le numéro SEQ ID
NO.20.

L’invention a aussi pour objet une molécule d'acide
nucléique recombinant comprenant une molécule d'acide
nucléique définie précédemment, un promoteur 1ié de maniére

fonctionnelle & ladite molécule d'acide nucléique,
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éventuellement un géne de sélection placé sous le contrdle
de son propre promoteur ou du méme promoteur que ladite
molécule d'acide nucléique, et avantageusement une séquence
de terminaison placée en aval de ladite molécule d'acide
nucléique.

A titre d’exemple de promoteurs, on peut citer ceux
choisis dans le groupe comprenant :

-les promoteurs compatibles du systéme d’expression,

~les promoteurs constitutifs,

-les promoteurs spécifiques pour diriger
1l’expression dans un organe,

-les promoteurs spécifiques du développement de 1la
plante,

—-les promoteurs inductibles par le stress, par

exemple mécanique, thermique, sucre, chimique.

A titre d’exemple de geénes de sélection, on peut
citer ceux choisis dans le groupe comprenant ceux conférant
une résistance & un antibiotique comme la kanamycine, la
ripamycine, etc.

A titre d’exemple de séquences de terminaison, on
peut citer toutes celles compatibles avec le systéme
d’expression.

Une molécule d’acide nucléique recombinant selon
1’invention peut é&étre un vecteur. L’invention se rapporte
donc & un vecteur d'expression comprenant une origine de
réplication eucaryote, une séquence promotrice adaptée, un
marqueur de sélection et une molécule d'acide nucléique
comme définie précédemment placée sous le contrdle desdites

séquences de régulation.

1.’ invention concerne encore un hdte eucaryote
d’origine végétale transformé par une molécule d'acide
nucléique définie ci-dessus. A titre d’exemple d’un tel hote

eucaryote selon l’invention, on peut citer une cellule ou
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une suspension de cellules de plante dans le génome de
laquelle est incorporée, avantageusement de facon stable,
une molécule d'acide nucléique définie précédemment sous le
contrdle de séguence de régulation de maniére a exprimer
l'allergéne dans la cellule ou suspension de cellules.

A titre d’exemple d’un tel hdéte eucaryote selon
1’invention, on peut aussi citer une plante ayant incorporé,
avantageusement de fagon stable, dans son génome une
molécule d'acide nucléique définie précédemment sous le
contrdle de ségquence de régulation de maniére a exprimer
1'allergéne dans une partie déterminée de ladite plante.

Par conségquent, 1’héte eucaryote objet de la
présente invention est avantageusement choisi parmi une
plante, une cellule ou une suspension de cellules de
plantes.

L’'invention envisage comme plantes tant les
dicotylédones que les monocotylédones. L'invention envisage
tout particuliérement comme monocotylédones, le mais, les
céréales graminés et le riz. L’invention envisage tout
particuliérement comme dicotylédones, le tabac, la tomate,
le colza, la pomme de terre, les légumineuses, comme le soja
et la luzerne.

L’invention se rapporte donc aussi a un procédé
d'obtention d’un allergéne protéique d’un acarien du. genre
Dermatophagoides ou Euroglyphus recombinant, comprenant la
culture d'un organisme eucaryote, transformé par une
molécule d'acide nucléique définie précédemment dans des
conditions et pendant un temps suffisant pour permettre
1'expression de ladite protéine, puis l'isolement des
protéines produites & partir de la culture des organismes
transformés. L’organisme eucaryote avantageusement utilisé
dans le cadre du procédé d'obtention d'un allergene
protéique d‘un acarien du genre Dermatophagoides ou

Euroglyphus recombinant objet de la présente invention est
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choisi parmi une plante, une cellule ou une suspension de
cellules de plante.

Plus particuliérement, le procédé de 1l'invention
comprend les étapes suivantes :

(i) la transformation de cellules végétales avec
une molécule d’acide nucléique définie précédemment liée de
maniere opérationelle & un promoteur,

(ii) la culture desdites cellules transformées,

(iii) 1’isolement de 1l'allergéne exprimé dans
lesdites cellules.

Le procédé de l’invention est remarquable en ce
qu’il permet d’utiliser des cellules végétales qui ont la
capacité de synthétiser et de maturer correctement des
allergénes biologiquement actifs et parfaitement conformes
pour leurs caractéristiques physicochimiques.

Le procédé de l’invention admet plusieurs modes de
réalisation comprenant ou non a l’étape (ii) la régénération
de plantes ou partie de plantes génétiquement transformées
pour exprimer un allergéne.

Un mode préféré de production d’allergénes
recombinants selon l’invention consiste a 1l’étape (i) a
transformer des cellules végétales issues de suspensions
cellulaires, et a l’étape (ii) a sélectionner les cals
transformés, puis a initier des suspensions cellulaires a
partir desdits cals transformés et cultiver ces suspensions,
et & l’étape (iii) & purifier 1l’allergéne a partir
d’extraits protéiques issus des suspensions cellulaires
transgéniques, en particulier du milieu de culture.

Dans ce mode de réalisation, l’allergéne recombinant
est isolé a 1’étape (iii) par purification a partir
d’extraits protéiques issus de suspensions cellulaires
transgéniques dans des conditions non dénaturantes via un
procédé de purification pouvant étre une chromatographie
d'affinité sur une colonne de métal chélaté et/ou une

chromatographie de tamisage moléculaire.
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Plus particuliérement, ce procédé permet d’obtenir a
partir de cellules de plantes cultivées en suspension, donc
dans un environnement confiné, des allergénes recombinants
utiles dans des applications de diagnostic ou

thérapeutiques.

Un autre mode de production d’allergéenes
recombinants selon l’invention consiste & 1l’étape (i) a
régénérer sur un milieu de sélection, & partir desdites
cellules, des plantes ou parties de plantes génétiquement
transformées pour exprimer un allergéne, puis éventuellement
3 obtenir de semences par autofécondation de la plante
régénérée, et enfin facultativement, a produire des plantes
34 partir des semences. L‘’allergéne recombinant est alors
obtenu & 1l’étape (iii) a partir de cellules végétales
cultivées en suspension ou partie de plantes par extraction
puis purification.

La sélection des cellules, tissus ou parties de
plantes transformées par la molécule d’ADN comprenant une
séquence codant un allergéne hétérologue est avantageusement
réalisée, & 1l’étape (ii) grédce a la présence dans ladite
molécule d’'ADN d’un géne exprimant une résistance a un agent
de sélection présent dans le milieu de culture. De tels
génes sont bien connus de 1’homme du métier, il s'agit
notamment de ceux conférant une résistance a un antibiotique
comme la kanamycine, la ripamycine, etc...

La transformation des cellules & 1l’étape (i) du
procédé de 1’invention peut étre réalisée par toute méthode
connue de 1l’homme du métier :

- directement par électroporation ou bombardement de
microparticules avec la molécule d’'ADN formant un vecteur
d’expression, ou

- indirectement & 1l’aide d’un micro-organisme apte a

transformer les cellules de plantes, lui-méme préalablement
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transformé par 1ledit vecteur d’'expression, comme, Dpar

exemple, Agrobacterium tumefaciens.

L’invention a pour objet un allergene protéigque d’un
acarien du genre Dermatophagoides ou Euroglyphus recombinant
obtenu par le procédé ci-dessus. Un tel allergéne protéique
est une molécule active dont la maturation est proche de
l’allergéne natif. Il présente une glycosylation avec un
glycanne de petite taille, le poids moléculaire observé est

donc trés proche de l’allergéne natif.

L’invention a aussi pour objet une composition
pharmaceutique pour le traitement ou le diagnostic d'une
allergie aux acariens du genre Dermatophagoides, comprenant
comme principe actif une quantité efficace d'une protéine
ci-dessus ou d'un anticorps dirigé contre cette protéine.

L’invention se rapporte & un procédé de détection de
la sensibilité manifestée par un individu aux acariens du
genre Dermatophagoides comprenant la mise en contact,
avantageusement in vitro,d'un échantillon provenant d'un
individu avec une protéine définie ci-dessus ou un anticorps
dirigé contre cette protéine, dans des conditions permettant
la formation d'un complexe antigéne/anticorps, puis 1la
détection dudit complexe.

L’invention a enfin pour objet un réactif de
diagnostic d'une allergie aux acariens du genre
Dermatophagoides ou Europglyphus comprenant une protéine
définie ci-dessus ou un anticorps dirigé contre cette

protéine.

D’autres avantages et caractéristiques de
1l’invention apparaitront des exemples qui suivent concernant
le clonage et l’expression dans des plantes ou cellules de
plantes d’une molécule d’acide nucléique selon l'invention

codant une préproprotéine de l’allergéne Der pl. Il sera
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fait référence dans ce qui suit aux dessins en annexe dans
lesquels :

- La figure 1 est une représentation schématique de
1’ADNc selon 1l'invention codant une préproprotéine de
l’allergene Der pl.

~ La figure 2 est la séquence de 1’'ADNc et de la
préproprotéine Der pl clonée au cours de l’invention.

- La figure 3 représente les alignements des ADNc
codant pour la préproprotéine et pour la protéine mature.

- La figure 4 représente la recherche de similitude
avec l’allergene Der pl dans les banques de données
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

- La figure 5 est une représentation schématique des
ADNc codant la préproprotéine (A) ou 1'ADNC mature de Der pl
(B).

~ La figure 6 représente 1’immunodétection de la
protéine Der pl recombinante. Les protéines extraites des
cals (piste 1), du milieu intracellulaire des cellules en
suspension (piste 2), du milieu de culture des cellules en
suspension (piste 3), des feuilles de tabac (piste 4)
transformées par la préproprotéine, les protéines d’acariens
(piste 5) et les protéines transformées par 1’ADNc codant la
protéine mature fusionnée au peptide signal de la sporamine
ont été séparées par électrophorése SDS-PAGE puis
transférées sur membrane de nitrocellulose et immunodétectée
avec l'anticorps spécifique de Der pl . Une charge plus
faible de 1l'’extrait issus du milieu extracellulaire permet
de visualiser les différentes formes accumulées dans les
cellules en suspension.

- La figure 7 représente l’analyse électrophorétique
de la protéine Der pl recombinante. Les polypeptides
présentant une réaction croisée avec la protéine Der pl ont
été extraits et purifiés sur colonne d’'immunocaffinité a
partir des acariens (piste 1), des cellules de tabac (piste

2) ou des levures (piste 3). Ces polypeptides ont été
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séparés par électrophorése SDS-PAGE et les protéines ont été
colorées par coloration au nitrate d'argent.

- La figure 8 représente la séquence N-terminale de
la forme majoritaire produite par les acariens, par les
cellules BY2 et par les levures.

- La figure 9 représente l’analyse de l’activité de
Der pl recombinant produit dans les cellules BYZ2.

- La figure 10 représente l’analyse de la
glycosylation de l’allergéne Der pl recombinant. Les
protéines purifiées d’acariens (piste 1), de tabac (piste 2)
et de levure (piste 3) ont été séparées par électrophoreése
SDS-PAGE, colorées au nitrate d’argent (panneau A) ou
transférées sur membrane de nitrocellulose et
immunodétectées avec un anticorps spécifique de l’allergéne
Der pl (panneau B), des résidus xylose (panneau C), des
résidus fucose (panneau D), des épitopes Lewis a (panneau E)
ou affinodétectées avec la concanavaline A (panneau F).

- La figure 11 représente l’analyse de la
glycosylation de Der pl recombinant produit dans les
cellules BY2 par spectrométrie de masse.

- La figure 12 représente l’analyse
electrophorétique (A) de la forme précurseur et de la forme
mature de Der pl produite dans des cellules végétales de
tabac en suspension aprés séparation par chromatographie.
L’identité des protéines a été vérifiée par immunodétection
sur membrane aprés transfert a l'aide d'un anticorps anti-
Der pl (B) ainsi que la glycosylation par affinodétection
sur membrane & l’aide de la concanavaline A (C). Les pistes

sont chargées a quantités de protéines égales.

- La figure 13 représente l’analyse de la protéine
Der pl recombinante produite dans les suspensions
cellulaires de tabac par Elisa. La protéine recombinante
réagit avec les IgE spécifiques de la protéine d’'acarien.

- La figure 14 représente l’analyse de la protéine

recombinante Der pl produite dans les suspensions
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cellulaires et les feuilles de tabac par des expériences
d’ « histamine release ». La protéine recombinante produite
dans les feuilles de tabac ou dans les cellules en
suspension mobilise des cellules sensibilisées par
différents sérums (1 — 2 — 4 et 5) et déclenche une
sécrétion d’histamine de fagon identique a la molécule

native.

I) Expression de l’allergéne Der pl recombinant.

Au cours de cette étude, 1’ADNc codant la protéine
Der pl a été cloné par RT-PCR en utilisant les amorces
suivantes (VanOortetal ; 2002, Eur.J.Biochem., volume 269,
pages 1-9) :

- pPICZalphaA5' cloning primer pro-Der pl:

GGGCTCGAGAAAAGACGTCCATCATCGATCAAAACTTTTG (SEQ ID
NO.21) ;

- pPICZalphaA5' cloning primer mature et pro-Der pl:

GGGGAGCTCTTAGAGAATGACAACATATGG (SEQ ID NO.22) ;

- pPICZalphaA5' cloning primer mature Der pl:

GGGCTCGAGAAAAGAACTAACGCCTGCAGTATCAAT (SEQ ID NO.23).

Les ARNms utilisés pour cette expérience ont été
obtenus & ©partir d’ARN d’acariens de 1l'’espeéce
Dermatophagoides pteronyssinus. Deux ADNcs ont é&té
successivement clonés, 1’ADNc codant pour la protéine mature
correspondant aux 666 nucléotides en position 3’ ainsi que
1’ADNc codant la préproprotéine, soit un ADNc de 1089 bp
(Figure 2).

L’analyse des séquences a mis en évidence que les
ADNc clonés codent pour une isoforme de l’allergene Der pl
précédemment décrite par Chua et al. (1988 ; J. Exp. Med.,
volume 167, pages 175-182). Ainsi le codon (GTA) codant une
valine en position 765-767 a été remplacé par le codon GCA
codant une alanine. La recherche de similitude présentée

figure 4 met en évidence que cette séquence présente de
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fortes homologies avec les allergénes Eur ml (84,4%) et Der
f1 (82,6%) isolés respectivement de Euroglyphus maynei et

Dermatophagoides farinae.

II) Clonage et expression dans la cellule végétale.

Les deux ADNc codant la protéine mature et la
préproprotéine ont ensuite été clonés dans des vecteurs
d’expression compatibles avec le systéme levure ou le
systéme plante.

Deux constructions ont été utilisées pour exprimer
la protéine Der pl dans la cellule végétale. Dans un premier
temps, afin d’exprimer la protéine sous sa forme mature, un
peptide signal d’origine végétale a été fusionné a
1’extrémité N-terminale de 1’ADNc codant pour 1la forme
mature (Figure 5). Ce peptide signal provient d’une protéine
végétale vacuolaire de pomme de terre, la sporamine. Ce
peptide signal a été montré efficace dans le systéme BY2 et
plante de tabac lors d’études antérieures réalisées dans
notre laboratoire.

Ce peptide signal a été amplifié par PCR a l'aide
des amorces suivantes SP035S5’ (SEQ ID NO.24) et PPSPO3’
(SEQ ID NO.25) :

SP035S85’ : GCCCGAAGCTTGCATGCCTTCAG

PPSPO3’ : CATTGATACTGCA
GGCGTTAGTGGCTGGATTGGGCAGGAGATAGAGGG

puis cloné a l’extrémité 5’ de 1’ADNc codant la
protéine mature & l’aide l’enzyme de restriction Sph I. Puis
cet ADNc modifié ainsi que 1’ADNc codant la préproprotéine
ont été clonés sous dépendance du promoteur 35S du virus de
la mosaique du chou-fleur et en amont de la séquence de
terminaison de la nopaline synthase (Figure 5).

Ces deux cassettes d’expression ont été introduites
dans le génome des cellules BY2 (Nicotianae tabacum) via
Agrobacterium tumefaciens. Puis l’analyse de l’expression a

été réalisée par immunodétection avec un anticorps dirigé
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contre la protéine Der pl d’acariens. Comme dans le cas de
la levure, aucun polypeptide n’a pu étre immunodétecté dans
les cellules transformées avec 1'ADNc codant la protéine
mature fusionnée au peptide signal de la sporamine (Figure
6, piste 2) alors que 70% des cellules transgéniques
transformées avec 1’ADNc codant la préproprotéine accumule 4
polypeptides immunodétectés par l’anticorps spécifique de
Der pl (Figure 6, piste 3).

Il a été observé que l’'un des polypeptides,
immunodétecté dans la cellule de tabac (Figure 6, piste 3 et
encadré), présente une migration électrophorétique proche de
la protéine issue d’acariens (Figure 6, piste 5). Les trois
autres polypeptides présentent une migration
électrophorétique plus faible et correspondent probablement
3 des intermédiaires de synthése de la protéine mature. Ces
résultats d’expression ont été confirmés chez la levure. La
comparaison de la protéine Der pl produite dans les cellules
en suspension (figure 6, piste 1 et 3) ou dans le feuilles
de tabac (figure 6, piste 4) met en evidence que les
feuilles de tabac accumulent principalement la forme mature
mais en plus faible quantité. Aucun polypeptide n’est
observé lorsque les cellules sont transformées par 1'ADNc
codant la protéine mature fusionnée au peptide signal de la
sporamine. Ces expériences mettent en évidence que le
propeptide N-terminal constitué de 80 a.a. (Figure 3) est
indispensable pour exprimer la protéine Der pl dans un

systéme eucaryote tel que la cellule végétale ou la levure.

III) Analyse de l’allergene Der pl recombinant.

1) Purification de la protéine recombinante.

La protéine Der pl recombinante produite dans la
cellule végétale ou chez la levure a été purifiée par
chromatographie d’immunoaffinité sur une colonne d’anticorps
dirigé contre la protéine Der pl d’acariens. Les protéines

purifiées sont présentées figure 7. Nous avons é&galement pu
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mettre en évidence que l’on pouvait dissocier la forme la

plus mature des formes précurseurs (Figure 12)

2) Caractérisation de l'allergéne Der pl.

L’analyse de la séquence N-terminale de l’allergeéne
Der pl produit dans les cellules BY2 a mis en évidence due
la forme majoritairement accumulée dans le milieu
extracellulaire présentent 5 acides aminés (DLNAE)
supplémentaires par rapport 3 la forme mature de Der pl
produite par les acariens (Figure 8). Toutefois nous avons
également pu mettre en évidence dans les cellules BY2 la
présence d’une forme minoritaire dont la maturation
correspond & la maturation N-terminale de 1l’allergene
d’acariens.

Afin d’étudier le repliement de la protéine
recombinant produite par les cellules BYZ2, l’activité
enzymatique de 1l’allergéne recombinant Der pl a été
analysée. En effet, il a été montré chez les acariens que
cette protéine présentait une activité cystéine protéase.
Comme 1’illustre la figure 9, la molécule Der pl produite
par les cellules BY2 hydrolyse un mélange de substrats
composé de Cbz-Phe-Arg-AMC et de Boc-Gln-Ala-AMC. L’activité
protéasique est mesurée par la fluorescence émise par le
composé AMC clivé au cours de la réaction. L’activité
mesurée pour Der pl recombinant semble moindre que dans le
cas de la papaine, cystéine protéase utilisée comme contrdle

lors de cette étude.

3) Etude de 1la glycosylation de l’allergéne

recombinant.

Cette étude structurale a été complétée en analysant
la glycosylation de la molécule produite par les cellules
végétales. L’analyse a été réalisée dans un premier temps

par “ Western blot " a l’aide d’anticorps spécifiques des

résidus sucres présents chez les plantes. Ainsi, comme il
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est illustré Figure 10, la molécule Der pl produite par la
cellule végétale (piste 2) réagit avec l’ensemble des sondes
utilisées signifiant que la molécule est glycosylée et que
le glycanne présente des résidus al,3-fucose, fB1,2-xylose
spécifiques des plantes et l’épitope Lewis a. L’allergéne
produit par les acariens (piste 1) ne répond avec aucune des
sondes utilisées et ne semble pas glycosylé dans notre
étude. A l’'inverse, l’allergéne Der pl produit par les
levures (piste 3) réagit avec la concanavaline A,
1’importante glycosylation de cet allergéne pourrait
expliquer en partie le haut poids moléculaire observée pour
cet allergéne. L’analyse structurale des glycannes de Der pl
produit par les cellules végétales a été ensuite réalisée
par spectrométrie de masse. Cette étude a permis de
confirmer la présence de résidus xylose et fucose sur le
glycanne, les formes prédominantes rencontrées sont de type
[GlcNACMAN,GlcNAc,XylFuc] et [GlLcNAC,MANn,G1lcNAc,XylFuc]
(Figure 11). Cette analyse structurale de 1l’allergéne
recombinant met en évidence que le systéme végétal est 1l’un
des systémes permettant de produire une molécule active dont
la maturation est proche de la protéine native. Dans tous
les autres systéme de production (cellules CHO, cellules
d’'insectes SF9, cellules de drosophiles, levures), aucun
clivage du propeptide N-terminal n’est observé, ce clivage
est indispensable & l’activité de la protéine. L’analyse de
la glycosylation nous a permis de montrer que la molécule
Der pl était glycosylée comme cela est observée dans tous
les systémes d’expression utilisés pour produire cet
allergéne. Toutefois contrairement au systéme animaux et
levures, la molécule produite présente un glycanne de petite
taille et par conséquent le poids moléculaire observé est
trés proche de la molécule d’acariens. L’ensemble de ces
données mettent en évidence que le systéme végétal est le

seul systéme d’expression a ce jour capable de produire une
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molécule Der pl active et dont le repliement est similaire a

la molécule native.

4) Analyse de l’allergénicité des allergénes

recombinant.

a) Test de liaison aux IgE.

La capacité de liaisons aux IgE de l’allergénes Der
pl a été comparée par une analyse Elisa. La comparaison des
deux molécules native et recombinante n’a permis de mettre
en évidence que de faibles différences. Toutefois, il
apparait que la molécule recombinante est deux fois plus
compétente pour lier les anticorps monoclonaux dque la

protéine native (figure 13).

b) Essai de libération d’'histamine.

Les basophiles d’un donneur non-allergique ont été
partiellement purifiés par centrifugation sur Percoll. Les
cellules ont été dépouillées de leur IgE par un traitement
4 l’acide lactique puis re-sensibilisées par addition de
guatre sérums positifs pour Der pl. Les cellules ont
ensuite été incubées avec Der pl natif ou recombinant a 37°C
pendant 45 min. Les cellules ont été centrifugées et la
libération d'histamine dans le surnageant a été mesurée par
une méthode fluorométrique. Les résultats sont exprimés en
% de libération du contenu total en histamine des cellules.
Les tests de libération présentés figure 14 démontrent que
les protéines native et recombinantes produites dans les
cellules ou dans les feuilles de tabac déclenchent une

libération d’histamine identique.
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REVENDICATIONS

1) Procédé d'obtention d’un allergéne protéique d’un
acarien du genre Dermatophagoides ou Euroglyphus
recombinant, caractérisé en ce qu’il comprend la culture
d'un organisme eucaryote choisi parmi une plante, une
cellule ou une suspension de cellules de plante, transformé
par une molécule d'acide nucléique comprenant au moins une
séquence polynucléotidique codant pour (i) la forme mature
dudit allergéne et (ii) un propeptide placé a 1l’'extrémité N-
terminale dudit allergéne et éventuellement (iii) un peptide
signal placé a l'extrémité N-terminale dudit propeptide
pendant un temps suffisant pour permettre 1'expression de
ladite protéine, puis 1l'isolement des protéines produites 2

partir de la culture de l’organisme transformé.

2) Procédé selon la revendication 1, caractérisé en
ce que l’acarien est choisi dans le groupe comprenant :
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae et

Euroglyphus maynei.

3) Procédé selon l’une quelconque des revendications
1 ou 2, caractérisé en ce que l’allergéne protéigue mature
d’acariens est choisi dans le groupe comprenant : Der pl,

Der fl et Eur ml.

4) Procédé selon l’'une des revendications 1 & 3,
caractérisé en ce dque l’allergéne protéique mature
d’acariens est choisi dans le groupe comprenant :

- Der pl, dont la séquence en acides aminés est
celle représentée dans la liste de séguence en annexe sous
le SEQ ID NO.2 ;

- Der fl, dont la séquence en acides aminés est
celle représentée dans la liste de séquence en annexe sous

le SEQ ID NO.4 ;
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- EBur ml, dont la séquence en acides aminés est
celle représentée dans la liste de ségquence en annexe sous

le SEQ ID NO.6.

5) Procédé selon la revendication 4, caractérisé en
ce que la séquence polynucléotidique codant pour l’allergéne
protéique mature est choisie dans le groupe comprenant :

- la séquence nucléotidique représentée dans la
liste de séquence en annexe sous SEQ ID NO.1l codant pour Der
pl ;

~ la séquence nucléotidique représentée dans la
liste de séquence en annexe sous le SEQ ID NO.3 codant pour
Der f1 ;

- la séquence nucléotidique représentée dans la
liste de séquence en annexe sous le SEQ ID NO.5 codant pour

Eur ml ;

6) Procédé selon l’'une quelconque des revendications
précédentes, caractérisé en ce que le propeptide placé a
l’extrémité N-terminale dudit allergéne protéique est choisi
dans le groupe comprenant les propres propeptides des
allergénes suivants :

- pour Der pl : la séquence en acides aminés du
propeptide représentée dans la liste de séquences en annexe
sous le SEQ ID NO.8 qui est codée par la séquence
nucléotidique représentée dans la liste de séquences en
annexe sous le SEQ ID NO.7 ;

- pour Der fl1 : la séquence en acides aminés du
propeptide représentée dans la liste de séquences en annexe
sous le SEQ ID NO.1l0 qui est codée par 1la séquence
nucléotidique représentée dans la liste de séquences en
annexe sous le SEQ ID NO.9 ;

- pour Eur ml : la séquence en acides aminés du
propeptide représentée dans la liste de séquences en annexe

sous le SEQ ID NO.l1l2 qui est codée par la sédquence
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nucléotidique représentée dans la liste de séquences en

annexe sous le SEQ ID NO.1ll.

7) Procédé selon l’une dquelconque des revendications
précédentes, caractérisée en ce que le peptide signal placé
a l'’extrémité N-terminale dudit propeptide est choisi dans
le groupe comprenant les propres peptides signaux des
allergénes suivants : |

- pour Der pl : la séquence en acides aminés du
peptide signal représentée dans la liste de séquences en
annexe sous le SEQ ID NO.14 qui est codée par la séquence
nucléotidique représentée dans la liste de séquences en
annexe sous le SEQ ID NO.13 ;

- pour Der fl : la séquence en acides aminés du
peptide signal représentée dans la liste de séquence en
annexe sous le SEQ ID NO.16 qui est codée par la séquence
nucléotidique représentée dans la liste de ségquence en
annexe sous le SEQ ID NO.15 ;

- pour Eur ml : la séquence en acides aminés du
peptide signal représentée dans la liste de séquence en
annexe sous le SEQ ID NO.18 qui est codée par la séquence
nucléotidique représentée dans la liste de séquence en

annexe sous le SEQ ID NO.17.

8) Procédé selon 1l’une des revendications
précédentes, caractérisé en ce que la séquence
polynucléotidique est représentée dans la liste de séquence

en annexe sous le numéro SEQ ID NO.19.

9) Procédé selon l’une quelconque des revendications
précédentes, caractérisé en ce que la séquence
polynucléotidique comprend en outre un promoteur 1lié de
maniére fonctionnelle a ladite molécule d'acide nucléique,
éventuellement un géne de sélection placé sous le contrdle

de son propre promoteur ou du méme promoteur que ladite
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molécule d'acide nucléique, et avantageusement une séquence
de terminaison placée en aval de ladite molécule d'acide

nucléique.

10) Allergéne protéique d’un acarien du genre
Dermatophagoides ou Euroglyphus susceptible d’étre obtenu
par un procédé selon l’une quelconque des revendications

précédentes.

11) H6te eucaryote choisi parmi une plante, une
cellule ou une suspension de cellules de plante, dans le
génome de laquelle est incorporée, avantageusement de facon
stable, une molécule d'acide nucléique comprenant au moins
une séquence polynucléotidique codant pour (i) la forme
mature dudit allergéne et (ii) un propeptide placé a
l’extrémité N-terminale dudit allergéne et éventuellement
(iii) un peptide signal placé & l'extrémité N-terminale

dudit propeptide
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Figure 1

Peptide Propeptide ADNc codant
Signal (80 aa) = laprotéine mature
(18a.a) (222 a.a)
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Figure 2

PCT/FR2003/002085

i LA N 5
AATTCCTTTTTTTTTCTTTCTCTCTCTAAAATCTAAAATCCATCCAAC ATG AAA ATT GIT TTG 63

i A 8 : ATEET A v v A ROPC S ST 23
GCC ATC GCC TCA TTG TTG GCA TTG AGC GCT GTT TAT GCT CGT CCA TCA TCG ATC 117
Kir F B E Y K K A.F N K.8§ ¥ A T 'F E 41
AMA ACT TTT GAA GAA TAC AAA AAA GCC TTC AAC AAA AGT TAT GCT ACC TTC GAA 171
D EE.A A R K NF L. E 8§ V. .K.¥Y ¥V Qs 59
GAT GAA GAA GCT GCC CGT AAA AAC TTT TTG GAA TCA GTA AAA TAT GTT CAA TCA 225

N .G G, A I NIIH Lu g D L8 ULy D B &F KN 77
AAT GGA GGT GCC ATC AAC CAT TTG TCC GAT TTG TCG TTG GAT GAA TTC ARA AAC 279
< bR OOF. LM shta EY A gF B/ H L KR T @ F DL 95
protéine cea TTT TTG ATG AGT GCA GAA GCT TTT GAA CAC CTC AAA ACT CAA TTC GAT TTG 333
mature Ni#a #¥r ™ A ¢ s I N G N A P A E I D 113
AAT GCT GAA ACT AAC GCC TGC AGT ATC AAT GGA AAT GCT CCA GCT GAA ATC GAT 387
., R @ M R T Vv T P I R M O G 6 C G 8 131
TTG CGA CAA ATG CGA ACT GTC ACT CCC ATT CGT ATG CAA GGA GGC TGT GGT TCA 441
cC W A F S G V A A T E S A Y L A Y R 149
TGT TGG GCT TTC TCT GGT GTT GCC GCA ACT GAA TCA GCT TAT TTG GCT TAC CGT 495
™ @ 8 L D L A E Q E L V D C A S Q H 167
AAT CAA TCA TTG GAT CTT GCT GAA CAA GAA TTA GTC GAT TGT GCT TCC CAA CAC 549
¢ ¢ H 6 D T T P R G I E Y I Q H N G 185
GGT TGT CAT GGT GAT ACC ATT CCA CGT GGT ATT GAA TAC ATC CAA CAT AAT GGT 603
v v Q¢ E S Y Y R Y v A R E Q S8 C R R 203
GTC GTC CAA GAA AGC TAC TAT CGA TAC GTT GCA CGA GAA CAA TCA TGC CGA CGA 657
P N A 9 R F 66 I S8 N Y ¢ @ I Y P P N 221
CCA AAT GCA CAA CGT TTC GGT ATC TCA AAC TAT TGC CAA ATT TAC CCA CCA AAT 711
A N XK I R E A L A Q@ T H S8 A I A V I 239
GCA AAC AAA ATT CGT GAA GCT TTG GCT CAA ACC CAC AGC GCT ATT GCC GIC ATT 765
1 ¢ I K D L D A F R H Y D G R T I I 257
ATT GGC ATC AAA GAT TTA GAC GCA TTC CGT CAT TAT GAT GGC CGA ACA ATC ATT 819
Q¢ R D N 6 Y Q P N Y H A V N I V G Y 275
CAA CGC GAT AAT GGT TAC CAA CCA AAC TAT CAC GCT GTC AAC ATT GTT GGT TAC 873
s N A @ G VvV D Y W I Vv R N 8 W D T N 293
AGT AAC GCA CAA GGT GTC GAT TAT TGG ATC GTA CGA AAC AGT TGG GAT ACC AAT 927
W ¢ p N 6 Y G Y F A A N I D L M M I 311
TGG GGT GAT AAT GGT TAC GGT TAT TTT GCT GCC AAC ATC GAT TTG ATG ATG ATT 981

E E Y P Y V vV I L * 320
GAA GAA TAT CCA TAT GTT GTC ATT CTC TAA ACA ARA AGA CARA TTT CTT ATA TGA 1035
TTG TCA CTA ATT TAT TTA ARA TCA AAA TTT TTA GAA AAT GAA TAA ATT CAT TCA 1083

[ peptide signal [ propeptide [] sitede

N-glycosylation
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Figure 3

GAATTCCTTTTTTTTTCTTTCTCTCTCTAAAATCTAAAATCCATCCAACATGAAAATTGT

TTTGGCCATCGCCTCATTGTTGGCATTGAGCGCTGTTTATGCTCGTCCATCATCGATCAA

AACTTTTGAAGAATACAAAAAAGCCTTCAACAAAAGTTATGCTACCTTCGAAGATGAAGA

AGCTGCCCGTAAAAACTTTTTGGAATCAGTAAAATATGTTCAATCAAATGGAGGTGCCAT

CAACCATTTGTCCGATTTGTCGTTGGATGAATTCAAAAACCGATTTTTGATGAGTGCAGA

AGCTTTTGAACACCTCAAAACTCAATTCGATTTGAATGCTGAAACTAACGCCTGCAGTAT

ACTAACGCCTGCAGTAT
kkkkkkkkkkhhkrhdk

CAATGGAAATGCTCCAGCTGAAATCGATTTGCGACAAATGCGAACTGTCACTCCCATTCG

CAATGGAAATGCTCCAGCTGAAATCGATTTGCGACAAATGCGAACTGTCACTCCCATTCG
I T 22 2 st E L L TS A AL LR bbb b

TATGCAAGGAGGCTGTGGTTCATGTTGGGCTTTCTCTGGTGTTGCCGCAACTGAATCAGC
TATGCAAGGAGGCTGTGGTTCATGTTGGGCTTTCTCTGGTGTTGCCGCAACTGAATCAGC

************************************************************

TTATTTGGCTTACCGTAATCAATCATTGGATCTTGCTGAACAAGAATTAGTCGATTGTGC
TTATTTGGCTTACCGTAATCAATCATTGGATCTTGCTGAACAAGAATTAGTCGATTGTGC

************************************************************

TTCCCAACACGGTTGTCATGGTGATACCATTCCACGTGGTATTGAATACATCCAACATAA
TTCCCAACACGGTTGTCATGGTGATACCATTCCACGTGGTATTGAATACATCCAACATAA

*********************************k**************************

TGGTGTCGTCCAAGAAAGCTACTATCGATACGTTGCACGAGAACAATCATGCCGACGACC
TGGTGTCGTCCAAGAAAGCTACTATCGATACGTTGCACGAGAACAATCATGCCGACGACC

**********************************************************k*

AAATGCACAACGTTTCGGTATCTCAAACTATTGCCAAATTTACCCACCAAATGCAAACAA

AAATGCACAACGTTTCGGTATCTCAAACTATTGCCAAATTTACCCACCAAATGCAAACAA
e e e e ek o ek ok e e ok ok ok R ok ok ke e ek e e ek ok ok kR ok ok ke ke ek ok ke ek

AATTCGTGAAGCTTTGGCTCAAACCCACAGCGCTATTGCCGTCATTATTGGCATCAAAGA

AATTCGTGAAGCTTTGGCTCAAACCCACAGCGCTATTGCCGTCATTATTGGCATCAAAGA
ko k kR kk ok ko kokk Rk d kR Rk ko k kR Rk kR k ok kR ok k ok ko kkh ok

TTTAGACGCATTCCGTCATTATGATGGCCGAACAATCATTCAACGCGATAATGGTTACCA

TTTAGACGCATTCCGTCATTATGATGGCCGAACAATCATTCAACGCGATAATGGTTACCA
N R 2 S S AL L LA SRS S h

ACCAAACTATCACGCTGTCAACATTGTTGGTTACAGTAACGCACAAGGTGTCGATTATTG

ACCAAACTATCACGCTGTCAACATTGTTGGTTACAGTAACGCACAAGGTGTCGATTATTG
e e e e ok o ok e e ko ok Rk kR R kR ek ke ok ek kR R ke ke ok ok ko e ek

GATCGTACGAAACAGTTGGGATACCAATTGGGGTGATAATGGTTACGGTTATTTTGCTGC
GATCGTACGAAACAGTTGGGATACCAATTGGGGTGATAATGGTTACGGTTATTTTGCTGC

************************************************************

CAACATCGATTTGATGATGATTGAAGAATATCCATATGTTGTCATTCTCTAAACAAAAAG
CAACATCGATTTGATGATGATTGAAGAATATCCATATGTTGTCATTCTCTAAACAAAAAG

************************************************************

ACAATTTCTTATATGATTGTCACTAATTTATTTAAAATCAAAATTTTTAGAAAATGAATA
ACAATTTCTTATATGATTGTCACTAATTTATTTAAAATCAAAATTTTTAGAAAATGAATA

************************************************************

AATTCATTCACAARAATTA
AATTCATTCACAAAAATTA

Sk ok de ok kg ke ok ok e ek ook de ke ok ok
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Figure 4
Sequences producing significant alignments: . (bits) Value
gi]511952]gblUl1695.1|DPUL1695 Dermatophagoides pteronyssin... 2147 0.0
gi]3941387|gb|AF047610.1]AF047610 Euroglyphus maynei group ... 656 0.0
gil3941389|gb]AF047611.1]AF047611 Euroglyphus maynei group ... 652 0.0
gi|3941391|gb|AF047612.1]AF047612 Euroglyphus maynei group ... 644 0.0
gi|9053]emb]|X65197.1|DPDERPIG D.pteronyssinus Der-pI gene f... 593 e-l68
gi]387591|gb|M24794.1 | DEPMHDA Dermatophagoides pteronyssinu. 593 e-l68
gi] 98373001 gb|AF285763.11AF285763 Dermatophagoides farinae ... 478 e-134
gi116117375|gb|AF194431.1|AF194431 Dermatophagoides farinae... 331 6e-90
gi]9296]lemb|X60073.1]EMALL]l E.mayneil EurmI gene for group I... 299 2e-80
gil16117377|gb|AF194432.1]AF194432 Dermatophagoides farinae... 262 4e-69
gi|7412]|emb|X65196.1|DFDERFIG D.farinae Der—-£fI gene for cys. 200 1le-50

|
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Figure 5

Peptide signal de la sporamine
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Figure 6
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Figure 7

67kD —
43kD — |

29kD —

18kD —
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Figure 8
. M K I v L 5
AATTCCTTTTTTTTTCTTTCTCTCT CTAAAATCTAAAATCCATCCAAC ATG AMA ATT GIT TTG 63
AT A S L L A L S A v b4 A R P S § I 23
GCC'A'J."C GCC TCA TTG TTG GCA TTG AGC GCT GIT . TAT GCT CGT CCA TCA TCG ATC 117
K T F E E Y K K A F N K S Y A T F E 41

AAMA ARCT TTT GAA GAA TAC AAA AAA GCC TTC AAC AAR AGT TAT GCT ACC TIC GAA 171

R K N F L E S v K k4 v Q 8 59

C CGT AAR AAC TITT TTG GAA TCA GTA AAA TAT GIT CAA TCA . 225

"N & ¢ A I N H L & D L § L D E 'F K N 77
AAT GGA GGT GCC ATC AAC CAT TTG TCC GAT TTG TCG TTG GAT GAA TTC AAA ARC 279
R F L ™M 8 A E A ¥ E. H L K T @ F D L 95

CGA TTT TTG ATG AGT GCA GAA GCT TIT GAA CAC CTC AAA ACT CAA TTC. GAT TTG 333

¥

N A E T N A C 5 I N G,.N‘AA}.? A E I D 113
AAT GCT GAA ACT AAC GCC TGC AGT ATC AAT GGA AAT GCT.CCA GCT GAA ATC GAT. 387

Figure 8 Séquence N-terminale de la forme majoritalre produite par les acarlens ( w——) par les cellules
BY2 ( memmeme ) et par les levures (s ),
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Figure 9
Test d'activité enzymatique de Der p 1
12006
10000
rmn.nus U Fapaine
", 8p00 = 0,005 1 [53 paine + Cystatin
' s 5 pmoledl Derp 1
500D
4000
T T T LS L}
300 400 500 60D 760 800

temps (min)

_ Flgure 9 Analyse de 'activité de Der p1 recombinant produit dans les cellules BY2
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Figure 10
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Figure 12

" Oligoman-

Der p1

Protéine

type yean

1 d sag-1ew

A 1 d asg-oad

1 d Ba-jeurorg

T d as¢T-jew

ol 1dmg-oxd

1 d BEIewLorg
T d 1s([-yeus

T d as(-oxd
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Figure 13
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SEQUENCE LISTING

<110> STALLERGENES SA

<120> Molécule d'acide nucléique codant une préproprotéine
d'allergéne d'un acarien du genre Dermatophagoides et son utilisation
pour la production dudit allergéne dans les plantes

<130> 23756FR

<140> PCT/FRO3/XXXXX
<141> 2003-07-04

<150> FR 02/08485
<151> 2002-07-05

<160> 25

<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211> 669

<212> DNA

<213> Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221> (DS

<222> (1)..(669)

<223> Forme mature de Der pl

<400> 1

act aac gcc tgc agt atc aat gga aat gct cca gect gaa atc gat ttg 48
Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Leu
1 5 10 15

cga caa atg cga act gtc act cce att cgt atg caa gga gge tgt ggt 926
Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly
20 25 30

tca tgt tgg gct ttc tet ggt gtt gec geca act gaa tca get tat ttg 144
Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu
35 40 45

gct tac cgt aat caa tca ttg gat ctt gct gaa caa gaa tta gtc gat 192
Ala Tyr Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp
50 55 60

tgt gct tce caa cac ggt tgt cat ggt gat acc att cca cgt ggt att 240
Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile
65 70 75 80

gaa tac atc caa cat aat ggt gtc gtc caa gaa agc tac tat cga tac 288
Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr
85 90 95

gtt gca cga gaa caa tca tgc cga cga cca aat gca caa cgt tte ggt 336
Val Ala Arg Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly
100 105 110

atc tca aac tat tgc caa att tac cca cca aat gta aac aaa att cgt 384
Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg
115 120 125
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gaa gct ttg gct caa acc cac age gct att gecec gtc att att gge atc 432
Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile
130 135 140

aaa gat tta gac gca ttc cgt cat tat gat ggc cga aca atc att caa 480
Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Arg Thr Ile Ile Gln
145 150 155 160

cge gat aat ggt tac caa cca aac tat cac gct gtc aac att gtt ggt 528
Arg Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly
165 170 175

tac agt aac gca caa ggt gtc gat tat tgg atc gta cga aac agt tgg 576
Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp
180 185 190

gat acc aat tgg ggt gat aat ggt tac ggt tat ttt gct gecc aac atc 624
Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile

195 200 205

gat ttg atg atg att gaa gaa tat cca tat gtt gtc att ctc taa 669
Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu

210 215 220
<210> 2
<211> 222
<212> PRT
<213> Dermatophagoides pteronyssinus
<400> 2

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

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr Leu
35 40 45

Ala Tyr Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp
50 55 60

Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile
65 70 75 80

Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr Arg Tyr
85 90 95

Val Ala Arg Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly
100 105 110

Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg
115 120 125

Glu Ala Leu Ala Gln Thr His Ser Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly Ile
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130 135 140

Lys Asp Leu Asp Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Arg Thr Ile Ile Gln
145 150 155 160

Arg Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val Gly
165 170 175

Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser Trp
180 185 190

Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn Ile
195 200 205

Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val Val Ile Leu

210 215 220
<210> 3
<211> 672
<212> DNA
<213> Dermatophagoides farinae
<220>
<221> CbS

<222> (1)..(672)

<223> Forme mature de Der £l

<400> 3

aca agc gct tgc cgt atc aat tcg gtt aac gtt cca tcg gaa ttg gat 48
Thr Ser Ala Cys Arg Ile Asn Ser Val Asn Val Pro Ser Glu Leu Asp

1 5 10 15

tta cga tca ctg cga act gtc act cca atc cgt atg caa gga gge tgt 96
Leu Arg Ser Leu Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys
20 25 30

ggt tca tgt tgg ggt ttc tect ggt gtt gcc gca act gaa teca gct tat 144
Gly Ser Cys Trp Gly Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr
35 40 45

ttg gce tac cgt aac acg tect ttg gat ctt tet gaa cag gaa cte gtc 192
Leu Ala Tyr Arg Asn Thr Ser Leu Asp Leu Ser Glu Gln Glu Leu Val
50 55 60

gat tgc gca tct caa cac cca tgt cac ggc gat aca ata cca aga ggc 240
Asp Cys Ala Ser Gln His Pro Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly
65 70 75 80

atc gaa tac atc caa caa aat ggt gtc gtt gaa gaa aga agc tat cca 288
Ile Glu Tyr Ile Gln Gln Asn Gly Val vVal Glu Glu Arg Ser Tyr Pro
85 920 95

tac gtt gca cga gaa caa cga tgc cga cga cca aat tcc caa cat tac 336
Tyr Val Ala Arg Glu Gln Arg Cys Arg Arg Pro Asn Ser Gln His Tyr
100 105 110

cct atc tca aac tac tgc caa att tat cca cca gat gtg aaa caa atc 384
Pro Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asp Val Lys Gln Ile
115 120 125

cgt gaa gct ttg act caa aca cac aca gect att gcc gtc att att ggc 432
Arg Glu Ala Leu Thr Gln Thr His Thr Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly
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130 135 140

atc aaa gat ttg aga gct ttc caa cat tat gat gga cga aca atc att 480
Ile Lys Asp Leu Arg Ala Phe Gln His Tyr Asp Gly Arg Thr Ile Ile
145 150 155 160

caa cat gac aat ggt tat caa cca aac tat cat gcc gtc aac att gtc 528
Gln His Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val
165 170 175

ggt tac gga act aca caa ccc cac cat tat tcc atc cta cca aac act 576
Gly Tyr Gly Thr Thr Gln Pro His His Tyr Ser Ile Leu Pro Asn Thr
180 185 190

tce cat act acc tgg gga gat agc gga tac gga tat ttc caa gcec gga 624
Ser His Thr Thr Trp Gly Asp Ser Gly Tyr Gly Tyr Phe Gln Ala Gly
195 200 205

aac aac ctc atg atg atc gaa caa tat cca tat gtt gta atc atg tga 672
Asn Asn Leu Met Met Ile Glu Gln Tyr Pro Tyr Val Val Ile Met

210 215 220
<210> 4
<211> 223
<212> PRT
<213> Dermatophagoides farinae
<400> 4

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

Leu Arg Ser Leu Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys
20 25 30

Gly Ser Cys Trp Gly Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala Tyr
35 40 45

Leu Ala Tyr Arg Asn Thr Ser Leu Asp Leu Ser Glu Gln Glu Leu Val
50 55 60

Asp Cys Ala Ser Gln His Pro Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly
65 70 75 80

Ile Glu Tyr Ile Gln Gln Asn Gly Val Val Glu Glu Arg Ser Tyr Pro
85 90 95

Tyr Val Ala Arg Glu Gln Arg Cys Arg Arg Pro Asn Ser Gln His Tyr
100 105 110

Pro Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asp Val Lys Gln Ile
115 120 125

Arg Glu Ala Leu Thr Gln Thr His Thr Ala Ile Ala Val Ile Ile Gly
130 135 140
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Ile Lys Asp Leu Arg Ala Phe Gln His Tyr Asp Gly Arg Thr Ile Ile
145 150 155 160

Gln His Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val
165 170 175

Gly Tyr Gly Thr Thr Gln Pro His His Tyr Ser Ile Leu Pro Asn Thr
180 185 190

Ser His Thr Thr Trp Gly Asp Ser Gly Tyr Gly Tyr Phe Gln Ala Gly
195 200 205

Asn Asn Leu Met Met Ile Glu Gln Tyr Pro Tyr Val Val Ile Met

210 215 220
<210> 5
<211> 672
<212> DNA
<213> Euroglyphus maynei
<220>
<221> CDs

<222> (1)..(672)

<223> Protéine mature de Eur ml

<400> 5

act tat gct tgc agt att aac tca gtg agt tta cca teg gaa ctt gat 48
Thr Tyr Ala Cys Ser Ile Asn Ser 'Val Ser Leu Pro Ser Glu Leu Asp

1 5 10 15

tta cgt tca ctg cga act gta act cca atc cgt atg caa gga gge tgt 96
Leu Arg Ser Leu Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys
20 25 30

ggt tca tgc tgg get tte tet ggt gtt gec tca act gag tca get tat 144
Gly Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ser Thr Glu Ser Ala Tyr
35 40 45

ttg gcc tac cge aac atg tct ttg gat ctt get gaa caa gaa tta gtc 192
Leu Ala Tyr Arg Asn Met Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val
50 55 60

gat tgt gct tca caa aac ggt tgc cat ggt gat aca att cca cgc gga 240
Asp Cys Ala Ser Gln Asn Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly

65 70 75 80

att gaa tac atc caa caa aat ggt gtc gtc caa gaa cac tac tat cca 288
Ile Glu Tyr Ile Gln Gln Asn Gly Val Val Gln Glu His Tyr Tyr Pro

85 90 95
tac gtt gca cga gaa caa tca tgc cat cga cca aat gca caa cgt tac 336
Tyr Val Ala Arg Glu Gln Ser Cys His Arg Pro Asn Ala Gln Arg Tyr
100 105 110
ggt ctc aag aac tat tgc caa att tcg cca cca gac tcg aac aaa atc 384
Gly Leu Lys Asn Tyr Cys Gln Ile Ser Pro Pro Asp Ser Asn Lys Ile
115 120 125
cgt caa gct ttg act caa aca cat aca gcc gtt gecc gtec att att ggc 432

Arg Gln Ala Leu Thr Gln Thr His Thr Ala Val Ala Val Ile Ile Gly
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130 135 140
atc aaa gat ttg aac gect ttc cga cat tat gat gga cga aca atc atg 480
Ile Lys Asp Leu Asn Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Arg Thr Ile Met
145 150 155 160
caa cac gac aat ggt tat caa cca aac tat cat gcec gtc aac att gtt 528
Gln His Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val
165 170 175

ggt tac ggt aat aca caa ggt gtt gat tat tgg atc gta cga aac agt 576
Gly Tyr Gly Asn Thr Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser
180 185 190

tgg gat acc act tgg ggt gat aat ggc tat ggt tat ttc get gcc aac 624
Trp Asp Thr Thr Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn
195 200 205

atc aat ttg atg atg atc gaa caa tat cca tat gta gtc atg ctt taa 672
Ile Asn Leu Met Met Ile Glu Gln Tyr Pro Tyr Val Val Met Leu

210 215 220
<210> 6
<211> 223
<212> PRT
<213> Euroglyphus maynei
<400> 6

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

Leu Arg Ser Leu Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys
20 25 30

Gly Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ser Thr Glu Ser Ala Tyr
35 40 45

Leu Ala Tyr Arg Asn Met Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val
50 55 60

Asp Cys Ala Ser Gln Asn Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly
65 70 75 80

Ile Glu Tyr Ile Gln Gln Asn Gly Val val Gln Glu His Tyr Tyr Pro
85 . 20 95

Tyr Val Ala Arg Glu Gln Ser Cys His Arg Pro Asn Ala Gln Arg Tyr
100 105 110

Gly Leu Lys Asn Tyr Cys Gln Ile Ser Pro Pro Asp Ser Asn Lys Ile
115 120 125

Arg Gln Ala Leu Thr Gln Thr His Thr Ala Val Ala Val Ile Ile Gly
130 135 140
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Ile Lys Asp Leu Asn Ala Phe Arg His Tyr Asp Gly Arg Thr Ile Met
145 150 155 160

Gln His Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val
165 170 175

Gly Tyr Gly Asn Thr Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn Ser
180 185 190

Trp Asp Thr Thr Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Phe Ala Ala Asn
195 200 205

Ile Asn Leu Met Met Ile Glu Gln Tyr Pro Tyr Val Val Met Leu

210 215 220
<210> 7
<211> 240
<212> DNA
<213> Dermatophagoides pteronyssinus
<220>
<221> CDS

<222> (1)..(240)

<223> Propeptide de Der pl

<400> 7

cgt cca tca teg atc aaa act ttt gaa gaa tac aaa aaa gecc tte aac 48
Arg Pro Ser Ser Ile Lys Thr Phe Glu Glu Tyr Lys Lys Ala Phe Asn

1 5 10 15

aaa agt tat gect acc ttc gaa gat gaa gaa gct gcc cgt aaa aac ttt 96
Lys Ser Tyr Ala Thr Phe Glu Asp Glu Glu Ala Ala Arg Lys Asn Phe
20 25 30

ttg gaa tca gta aaa tat gtt caa tca aat gga ggt gcc atc aac cat 144
Leu Glu Ser Val Lys Tyr Val Gln Ser Asn Gly Gly Ala Ile Asn His
35 40 45

ttg tcc gat ttg tecg ttg gat gaa ttc aaa aac cga ttt ttg atg agt 192
Leu Ser Asp Leu Ser Leu Asp Glu Phe Lys Asn Arg Phe Leu Met Ser
50 55 60

gca gaa gct ttt gaa cac ctc aaa act caa ttc gat ttg aat gct gaa 240
Ala Glu Ala Phe Glu His Leu Lys Thr Gln Phe Asp Leu Asn Ala Glu

65 70 75 80
<210> 8

<211> 80

<212> PRT

<213> Dermatophagoides pteronyssinus

<400> 8

Arg Pro Ser Ser Ile Lys Thr Phe Glu Glu Tyr Lys Lys Ala Phe Asn
1 5 10 15

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

35

Leu Ser Asp Leu Ser Leu
50

Ala Glu Ala Phe Glu His

65 70

<210> 9

<211> 240

<212> DNA

<213> Dermatophagoides
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(240)

40

Asp Glu
55

Leu Lys

farinae

<223> Propeptide de Der fl

<400> 9

cgt cca gct tca atc aaa
Arg Pro Ala Ser Ile Lys
1 5

aaa aac tat gec acc gtt
Lys Asn Tyr Ala Thr val
20

ttg gaa tca ttg aaa tat
Leu Glu Ser Leu Lys Tyr
35

ttg tcc gat ttg tca ttg
Leu Ser Asp Leu Ser Leu
50

gct gaa gect ttt gaa caa

Ala Glu Ala Phe Glu Gln
65 70
<210> 10

<211> 80

<212> PRT

<213> Dermatophagoides
<400> 10

Arg Pro Ala Ser Ile Lys
1 5

Lys Asn Tyr Ala Thr Vval
20

Leu Glu Ser Leu Lys Tyr
35

Leu Ser Asp Leu Ser Leu
50

act ttt
Thr Phe

gaa gag
Glu Glu

gtt gaa
Val Glu
40

gat gaa
Asp Glu

ctc aaa
Leu Lys

farinae

Thr Phe

Glu Glu

val Glu
40

Asp Glu
55

Phe

Thr

gaa
Glu

gaa
Glu
25

gct
Ala

tte
Phe

act
Thx

Glu

Glu

25

Ala

Phe

Lys

Gln

gaa
Glu
10

gaa

Glu

aac
Asn

aaa
Lys

caa
Gln

Glu

10

Glu

Asn

Lys

PCT/FR2003/002085

Gly Gly Ala Ile Asn His

Asn

Phe
75

tte
Phe

gtt
Val

aaa
Lys

aac
Asn

tte
Phe
75

Phe

val

Lys

Asn

Arg
60

Asp

aaa
Lys

gcc
Ala

ggt
Gly

cgt
Arg
60

gat
Asp

Lys

Ala

Gly

Arg

45

Phe Leu Met Ser

Leu Asn Ala Glu
80

aaa gcc ttc aac 48
Lys Ala Phe Asn
15

cgt aaa aac ttt 96
Arg Lys Asn Phe
30

gcc atc aac cat 144
Ala Ile Asn His
45

tat ttg atg agt 192
Tyr Leu Met Ser

ttg aat gcc gaa 240
Leu Asn Ala Glu
80

Lys Ala Phe Asn
15

Arg Lys Asn Phe
30

Ala Ile Asn His
45

Tyr Leu Met Ser
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Ala Glu Ala Phe Glu Gln Leu Lys Thr Gln Phe Asp Leu Asn Ala Glu

65 70 75 80
<210> 11

<211> 240

<212> DNA

<213> Euroglyphus maynei

<220>

<221> (DS

<222> (1)..(240)

<223> Propeptide de Eur ml

<400> 11

cgt cca gct tcg atc aaa act ttt gaa gaa ttc aaa aaa gce tte aac 48
Arg Pro Ala Ser Ile Lys Thr Phe Glu Glu Phe Lys Lys Ala Phe Asn

1 5 10 15

aaa acc tat gect acc cct gaa aag gaa gaa gtt gec cgt aaa aac ttt 96
Lys Thr Tyr Ala Thr Pro Glu Lys Glu Glu Val Ala Arg Lys Asn Phe
20 25 30

ttg gaa tca ttg aaa tat gtg gaa tca aac aaa ggt gce atec aac cat 144
Leu Glu Ser Leu Lys Tyr Val Glu Ser Asn Lys Gly Ala Ile Asn His
35 40 45

ttg tcc gat ttg tca ttg gat gaa ttc aaa aac caa ttt ttg atg aat 192
Leu Ser Asp Leu Ser Leu Asp Glu Phe Lys Asn Gln Phe Leu Met Asn
50 55 60

gct aat get ttt gaa caa ctec aaa act caa tte gat ttg aat gct gaa 240
Ala Asn Ala Phe Glu Gln Leu Lys Thr Gln Phe Asp Leu Asn Ala Glu

65 70 75 80
<210> 12

<211> 80

<212> PRT

<213> Euroglyphus maynei

<400> 12

Arg Pro Ala Ser Ile Lys Thr Phe Glu Glu Phe Lys Lys Ala Phe Asn
1 5 10 15

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

Leu Glu Ser Leu Lys Tyr Val Glu Ser Asn Lys Gly Ala Ile Asn His
35 40 45

Leu Ser Asp Leu Ser Leu Asp Glu Phe Lys Asn Gln Phe Leu Met Asn
50 55 60

Ala Asn Ala Phe Glu Gln Leu Lys Thr Gln Phe Asp Leu Asn Ala Glu

65 70 75 80
<210> 13
<211> 54

<212> DNA
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<213> Dermatophagoides pteronyssinus
<220>

<221> DS

<222> (1)..(54)

<223> Peptide signal de Der pl

<400> 13

atg aaa att gtt ttg gcc atc gec tca ttg ttg geca ttg agc gct gtt 48
Met Lys Ile Val Leu Ala Ile Ala Ser Leu Leu Ala Leu Ser Ala Val

1 5 10 15

tat gect 54
Tyr Ala

<210> 14

<211> 18

<212> PRT

<213> Dermatophagoides pteronyssinus

<400> 14

Met Lys Ile Val Leu Ala Ile Ala Ser Leu Leu Ala Leu Ser Ala Val

1 5 10 15
Tyr Ala

<210> 15

<211> 54

<212> DNA

<213> Dermatophagoides farinae

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(54)
<223> Peptide signal de Der fl

<400> 15

atg aaa ttc gtt ttg gecc att gee tet ttg ttg gta ttg agc act gtt 48
Met Lys Phe Val Leu Ala Ile Ala Ser Leu Leu Val Leu Ser Thr Vval

1 5 10 15

tat gct 54
Tyr Ala

<210> 16

<211> 18

<212> PRT

<213> Dermatophagoides farinae

<400> 16

Met Lys Phe Val Leu Ala Ile Ala Ser Leu Leu Val Leu Ser Thr Val

1 5 10 15

Tyr Ala

<210> 17

<211> 54

<212> DNA

<213> Euroglyphus maynei
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<220>

<221> CDS

<222> (1)..(54)

<223> Peptide signal de Eur ml

<400> 17

atg aaa atc att ttg gec atc gec teca ttg ttg gta ttg age get gtt
Met Lys Ile Ile Leu Ala Ile Ala Ser Leu Leu Val Leu Ser Ala val

1 5 10 15
tat gct

Tyr Ala

<210> 18

<211> 18

<212> PRT

<213> Euroglyphus maynei

<400> 18

Met Lys Ile Ile Leu Ala Ile Ala Ser Leu Leu Val Leu Ser Ala Val
1 5 10 15
Tyr Ala

<210> 19

<211> 1089

<212> DNA

<213> Dermatophagoides pteronyssinus

<220>

<221> DNA

<222> (1)..(1089)

<223> ADNc de la préproprotéine Der pl

<220>

<221> CDS

<222> (49)..(1014)

<223> Préproprotéine Der pl

<400> 19

aattcctttt tttttettte tctetctaaa atctaaaate catccaac atg aaa att
Met Lys Ile
1

gtt ttg gce atc gec teca ttg ttg gea ttg agc gct gtt tat gct cgt
Val Leu Ala Ile Ala Ser Leu Leu Ala Leu Ser Ala Val Tyr Ala Arg

cca tca tcg atc aaa act ttt gaa gaa tac aaa aaa gcc tte aac aaa
Pro Ser Ser Ile Lys Thr Phe Glu Glu Tyr Lys Lys Ala Phe Asn Lys
20 25 30 35

agt tat gct acc ttc gaa gat gaa gaa get gcec cgt aaa aac ttt ttg
Ser Tyr Ala Thr Phe Glu Asp Glu Glu Ala Ala Arg Lys Asn Phe Leu
40 45 50

gaa tca gta aaa tat gtt caa tca aat gga ggt gcc atc aac cat ttg
Glu Ser Val Lys Tyr Val Gln Ser Asn Gly Gly Ala Ile Asn His Leu
55 60 65

tce gat ttg teg ttg gat gaa ttc aaa aac cga ttt ttg atg agt gca
Ser Asp Leu Ser Leu Asp Glu Phe Lys Asn Arg Phe Leu Met Ser Ala
70 75 80

48

54

57

105

153

201

249

297



WO 2004/005334

gaa
Glu

aac
Asn
100

caa
Gln

tgt
Cys

tac
Tyr

gct
Ala

tac
Tyr
180

gca
Ala

tca
Ser

gct
Ala

gat
Asp

gat
Asp
260

agt

Ser

acc
Thr

ttg
Leu

gct
Ala
85

gce
Ala

atg
Met

tgg
Trp

cgt
Arg

tce
Ser
165

atc
Ile

cga
Arg

aac
Asn

ttg
Leu

tta
Leu
245

aat

Asn

aac
Asn

aat
Asn

atg
Met

ttt
Phe

tgc
Cys

cga
Arg

gct
Ala

aat
Asn
150

caa
Gln

caa
Gln

gaa
Glu

tat
Tyr

gct
Ala
230

gac
Asp

ggt
Gly

gca
Ala

tgg
Trp

atg
Met
310

gaa
Glu

agt
Ser

act
Thr

tte
Phe
135

caa
Gln

cac
His

cat
His

caa
Gln

tgc
Cys
215

caa
Gln

gca
Ala

tac
Tyr

caa
Gln

ggt
Gly
295

att
Ile

cac
His

atc
Ile

gtc
Val
120

tet
Ser

tca
Ser

ggt
Gly

aat
Asn

tca
Ser
200

caa
Gln

acc
Thr

ttc
Phe

caa
Gln

ggt
Gly
280

gat
Asp

gaa
Glu

ctc
Leu

aat
Asn
105

act
Thr

ggt
Gly

ttg
Leu

tgt
Cys

ggt
Gly
185

tge
Cys

att
Ile

cac
His

cgt
Arg

cca
Pro
265

gtc
val

aat
Asn

gaa
Glu

aaa
Lys
90

gga
Gly

cecce
Pro

gtt
Val

gat
Asp

cat
His
170

gtc
Val

cga
Arg

tac
Tyr

agce
Ser

cat
His
250

aac
Asn

gat
Asp

ggt
Gly

tat
Tyr

act
Thr

aat
Asn

att
Ile

gcc
Ala

ctt
Leu
155

ggt
Gly

gte
vVal

cga
Arg

cca
Pro

get
Ala
235

tat
Tyr

tat
Tyr

tat
Tyr

tac
Tyr

cca
Pro
315

caa
Gln

gct
Ala

cgt
Arg

gca
Ala
140

gct
Ala

gat
Asp

caa
Gln

cca
Pro

cca
Pro
220

att
ITle

gat
Asp

cac
His

tgg
Trp

ggt
Gly
300

tat
Tyr

12

tte
Phe

cca
Pro

atg
Met
125

act
Thr

gaa
Glu

acc
Thr

gaa
Glu

aat
Asn
205

aat
Asn

gcc
Ala

ggc
Gly

gct
Ala

atc
Ile
285

tat
Tyx

gtt
Val

gat
Asp

gct
Ala
110

caa
Gln

gaa
Glu

caa
Gln

att
Ile

age
Ser
190

gca
Ala

gca
Ala

gtc
val

cga
Arg

gtec
Val
270

gta
Val

ttt
Phe

gtc
val

aaaagacaat ttcttatatg attgtcacta atttatttaa

gaataaattc attca

PCT/FR2003/002085

ttg aat gct gaa act 345
Leu Asn Ala Glu Thr

95

gaa atc gat ttg cga 393

Glu Ile Asp Leu Arg
115

gga ggc tgt ggt tca 441
Gly Gly Cys Gly Ser
130

tca gct tat ttg get 489
Ser Ala Tyr Leu Ala
145

gaa tta gtc gat tgt 537
Glu Leu Val Asp Cys
160

cca cgt ggt att gaa 585
Pro Arg Gly Ile Glu
175

tac tat cga tac gtt 633
Tyr Tyr Arg Tyr Val
195

caa cgt ttc ggt atc 681
Gln Arg Phe Gly Ile
210

aac aaa att cgt gaa 729
Asn Lys Ile Arg Glu
225

att att ggc atc aaa 777
Ile Ile Gly Ile Lys
240

aca atc att caa cgc 825
Thr Ile Ile Gln Arg
255

aac att gtt ggt tac 873
Asn Ile Val Gly Tyr
275

cga aac agt tgg gat 921
Arg Asn Ser Trp Asp
290

gct gecc aac atc gat 969
Ala Ala Asn Ile Asp
305
att ctc taa aca 1014
Ile Leu Thr
320
aatcaaaatt tttagaaaat 1074

1089
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<210> 20 \
<211> 320

<212> PRT

<213> Dermatophagoides pteronyssinus

<400> 20

Met Lys Ile Val Leu Ala Ile Ala Ser Leu Leu Ala Leu Ser Ala Val
1 5 10 15

Tyr Ala Arg Pro Ser Ser Ile Lys Thr Phe Glu Glu Tyr Lys Lys Ala
20 25 30

Phe Asn Lys Ser Tyr Ala Thr Phe Glu Asp Glu Glu Ala Ala Arg Lys
35 40 45

Asn Phe Leu Glu Ser Val Lys Tyr Val Gln Ser Asn Gly Gly Ala Ile
50 55 60

Asn His Leu Ser Asp Leu Ser Leu Asp Glu Phe Lys Asn Arg Phe Leu
65 70 75 80

Met Ser Ala Glu Ala Phe Glu His Leu Lys Thr Gln Phe Asp Leu Asn
85 90 95

Ala Glu Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile
100 105 110

Asp Leu Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly
115 120 125

Cys Gly Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala Thr Glu Ser Ala
130 135 140

Tyr Leu Ala Tyr Arg Asn Gln Ser Leu Asp Leu Ala Glu Gln Glu Leu
145 150 155 160

Val Asp Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg
165 170 175

Gly Ile Glu Tyr Ile Gln His Asn Gly Val Val Gln Glu Ser Tyr Tyr
180 185 190

Arg Tyr Val Ala Arg Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg
195 200 205

Phe Gly Ile Ser Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Ala Asn Lys
210 215 220



Ala

230

Asp

Gly

Ala

Trp

Met
310

Gln

Ala

Tyr

Gln

Gly

295

Ile

14

Thr His Ser

Phe Arg His
250

Gln Pro Asn
265

Gly Val Asp
280

Asp Asn Gly

Glu Glu Tyr

Ala

235

Tyr

Tyr

Tyr

Tyr

Pro
315

Ile

Asp

His

Trp

Gly

300

Tyr

pPICZalphaA5' cloning primer pro-Der pl

WO 2004/005334

Ile Arg Glu Ala Leu

225

Gly Ile Lys Asp Leu
245

Ile Gln Arg Asp Asn

260
Val Gly Tyr Ser Asn
275
Ser Trp Asp Thr Asn
290

Asn Ile Asp Leu Met

305

<210> 21

<211> 40

<212> DNA

<213> unidentified

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(40)

<223>

<400> 21

gggctcgaga aaagacgtcc atcatcgatc aaaacttttg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

22

30

DNA
unidentified

misc_feature
(1)..(30)

pPICZalphaA5' cloning primer mature et pro-Der pl

22

ggggagctct tagagaatga caacatatgg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

23

36

DNA
unidentified

misc_feature
(1)..(36)

Ala

Gly

Ala

Ile

285

Tyr

Val

pPICZalphaA5' cloning primer mature Der pl

23

gggctcgaga aaagaactaa cgcctgcagt atcaat

<210>
<211>
<212>
<213>

24

23

DNA
unidentified

Val

Arg

val

270

val

Phe

Val

PCT/FR2003/002085

Ile Ile
240

Thr
255

Tle
Asn Ile
Arg Asn
Ala

Ala

Ile Leu

320

40

30

36
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<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

misc_feature
(1)..(23)
Amorce SP035S5'
24

gcccgaaget tgcatgeett cag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

cattgatact gcaggecgtta gtggctggat tgggcaggag atagaggg

25

48

DNA
unidentified

misc_feature

(1)..(48)
Amorce PPSPO3'
25

15

PCT/FR2003/002085

23

48



	Abstract
	Bibliographic
	Description
	Claims
	Drawings

