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Descripcion
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un alérgeno novedoso de polen de fleo (Phleum
pratense), Ph | p11 y al uso del mismo como un reactivo y en un kit de diagnéstico asi como
para inmunoterapia.

Antecedentes de la invencion

Un distintivo de la alergia atépica es la formacién de anticuerpos de IgE para proteinas
presentes en el material biolégico sensibilizante. Después del contacto con la fuente de
alérgeno, estas proteinas actuaran entrecruzando los anticuerpos de IgE presentes sobre la
superficie de mastocitos, provocando de este modo la liberacién de mediadores de inflamacion
tales como histamina. Como resultado tiene lugar una reaccion alérgica (1).

En el mundo industrializado, hasta el 10% de la poblacion humana muestra
sensibilizacion alérgica a polen de gramineas, haciendo del mismo una de las fuentes mas
importantes de alérgenos aéreos (2). Se han realizado esfuerzos considerables para la
caracterizacién de alérgenos de polen de una diversidad de especies de gramineas usando
procedimientos bioquimicos e inmunoldgicos. Por tanto, se han identificado varias proteinas de
unién a IgE que muestran una estructura conservada y reactividad cruzada seroldgica entre
especies. En base a estos criterios, tales alérgenos de polen de gramineas relacionados
inmunolégicamente se han asignados a grupos indicados por numeros. Estos incluyen
alérgenos del grupo 1, grupo 2/3, grupo 4 y grupo 5, que estan representados en el polen de la
mayoria de las especies de gramineas (3).

Hasta la fecha se han clonado seis alérgenos diferentes de polen de fleo (Phleum
pratense): Phl p 1 (4, 5), Phl p 2 (6), Phl p 5 (7-9), Phl p 6 (10, 11), Phl p 7 (12), Phl p 12
(profilina) (13) y Phl p 13 (14). Estos alérgenos se han producido todos como proteinas
recombinantes que, por diferentes ensayos de actividad in vitro e in vivo, han mostrado que
comparten propiedades inmunoldgicas y alergénicas con sus equivalentes nativos.

Usando un panel de cuatro alérgenos recombinantes (rPhl p 1, rPhl p 2, rPhip 5y
profilina) en procedimientos de ensayo serologicos y cutdneos se obtuvieron resultados
positivos en el 95% de una gran poblacién de individuos alérgicos a polen de gramineas (15).
La sensibilizacion a alérgenos tales como Phl p 7 (una proteina de unién a calcio, de dos
manos EF) y Phl p 12 tiene lugar en una menor proporcion de alérgicos al polen de gramineas,
pero comparten epitopes de IgE con proteinas homaélogas presentes en el polen de arboles y
malas hierbas y, por lo tanto, pueden provocar sintomas de tipo inmediato en individuos
sensibilizados después del contacto con estas fuentes de alérgenos no relacionadas (12, 16,
17).
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Rossi y colaboradores (35) han medido recientemente los niveles de IgE especificos
para varios alérgenos recombinantes, entre otros, Phl p 11. Sin embargo, la propia molécula de
rPhl p 11 no se describe de ningin modo y Rossi y col. no proporcionan informacién sobre
cémo producir rPhl p 11 o cualquier incentivo para usar el mismo en una composicion
farmacéutica.

Se desvela un procedimiento in vitro para diagnosticar alergia al alérgeno de polen de
fleo Phl p 1 en el documento WO 95/34578, en el que se pone en contacto una muestra de
liquido corporal con un polipéptido que presenta antigenicidad frente al menos un epitope de
Phl p 1y se detecta un complejo que contiene anticuerpo y polipéptido.

El documento WO 99/34826 se refiere a un procedimiento para desensibilizar un
paciente frente a un alérgeno polipeptidico que comprende administrar al paciente un péptido
obtenido del alérgeno, en el que se puede demostrar restriccidon para una molécula de MHC de
Clase Il poseida por el paciente para el péptido y el péptido puede inducir una respuesta de
fase tardia. Se sugieren varios alérgenos que se pueden usar como material de partida para
encontrar péptidos utiles en el procedimiento de des-sensibilizacion, tales como Ph1 p 11 y Lol
p11.

Sumario de la invencién

La presente descripcion se refiere a un alérgeno novedoso de polen de fleo (Phleum
pratense), Phl p 11. Aunque la mayoria absoluta de alérgicos al polen de gramineas produce
anticuerpos de IgE que se unen a alérgenos de polen de gramineas del grupo 1y grupo 5 - Phl
p 1y Phlp5en el caso de polen de fleo, un subconjunto de los pacientes también fabrican
anticuerpos de IgE para una diversidad de otros componentes proteicos, tales como profilina,
Phl p 7 o Phl p 11. Se piensa que estos pacientes tienen una actividad inmunoldgica méas
expansiva en su enfermedad alérgica, poniéndolos en un mayor riesgo de desarrollar
reactividad quimica a un numero creciente de fuentes de alérgenos (tales como pdlenes de
malas hierbas y arboles, descamaciones de gatos y perros, acaros, etc.).

La profilina y Phl p 7 presentan una gran reactividad cruzada (verduras, frutas y polenes
de malas hierbas y arboles) y no son indicativos especificamente de la sensibilizacion a las
proteinas de polen de gramineas. Las estructuras de union a anticuerpo presentes en Phlp 11,
por otro lado, parecen ser especificas para polen de gramineas y, por lo tanto, se pueden
considerar un marcador de sensibilizacién multivalente a esta fuente de alérgeno particular, es
decir, un marcador de propension global aumentada a producir anticuerpos de IgE para
sustancias ambientales. Se puede usar Phl p 11 recombinante para identificar el subconjunto
de pacientes que estan sensibilizados a estructuras polipeptidicas de Phl p 11 y sus homélogos
en polen de otras especies de gramineas. Aproximadamente la mitad de todos los pacientes
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que muestran reactividad de IgE a esta proteina de polen segun se dice tiene sus anticuerpos
dirigidos a estructuras de glucano presentes en el alérgeno del grupo 11. Estas estructuras de
glucano presentan reactividad cruzada en la naturaleza y los anticuerpos que se unen a los
mismos pueden no ser informativos/diagnédsticos en relacion a la sensibilizacién especifica de
polen de gramineas. La reactividad de IgE con rPhl p 11, por tanto, puede ser informativa con
respecto al estado de diversificacidbn inmunolégica de la sensibilizacion alérgica de los
pacientes al polen de gramineas, independientemente de otras fuentes de alérgenos.

Como un reactivo de inmunoterapia definido, el Ph1 p 11 recombinante se puede usar
para tratar especificamente pacientes sensibilizados provocando una respuesta inmune
protectora o atenuante. La sustancia activa puede ser una proteina que comprende la
secuencia polipeptidica natural (“tipo silvestre”) o un derivado con propiedades de seguridad o
eficacia mejoradas.

Por tanto, en un primer aspecto, la invencion se refiere a moléculas de ADN que
codifican el polipéptido con la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEC ID N°: 1 de la
lista de secuencias adjunta y en aspectos adicionales al asunto como se define adicionalmente
en las reivindicaciones.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de un polipéptido de Phl p 11 que tiene la
secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEC ID N®: 1 para la produccion de un farmaco
para inmunoterapia (“vacunacion de alergia”) de pacientes alérgicos al polen de gramineas que
muestran reactividad del anticuerpo de IgE a Phl p 11. Preferentemente, el uso es para
inmunoterapia (“vacunacion de alergia”) de pacientes alérgicos al polen del fleo que muestran
reactividad de anticuerpo de IgE a Phlp 11.

Descripcion detallada de la invencion

LEYENDAS DE LAS FIGURAS
FIGURA 1. Identificacion de Phl p 11 wusando SDS-PAGE vy analisis de
inmunotransferencia de extracto de polen de P. pratense. A: Se redujo y separ6 extracto
de polen por SDS-PAGE, seguido de tincion con Azul Brillante de Coomassie. La banda de
proteina deébil identificada como Phl p 11 se marca con una flecha. B: Analisis de
inmunotransferencia de un gel duplicado, en el que se visualiza la unién de los anticuerpos
de IgE en suero de un paciente. Carril 1: marcadores de peso molecular, carril 2: extracto
de polen de P. pratense.
FIGURA 2. Secuencia de nucleétidos y de aminoacidos deducida de ADNc de Phl p 11.
Una fase de lectura abierta idéntica a todos los clones se ajust6 de forma estrecha a la
preferencia de codon obtenida de todos los genes de P. pratense publicados expresados
en polen. Las secuencias de nucleétidos subrayadas representan los cebadores GSP-1 y
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GSP-2. Las puntas de flecha abiertas indican las diferencias de nucle6tidos entre los
clones que se analizaron; los cédigos de ambigledad de nucleétidos convencionales se
usan en esas posiciones. Se indica por un sombreado la variacién de longitud de tramo de
homopolimero entre los clones. La secuencia mostrada representa el mas largo de cinco
clones analizados, mientras que las puntas de flecha negras marcan dénde terminaron los
otros ADNc en un tramo de poli-A. La secuencia de aminoacidos marcada por un
subrayado continuo representa los 20 restos que se determinaron por microsecuenciacion
N-terminal de la proteina de polen natural. Un Unico sitio para glucosilacion ligada a N
potencial se indica por un subrayado discontinuo.

FIGURA 3. Alineamiento de secuencia de aminoacidos mudultiple de Phl p 11 y proteinas
relacionadas estructuralmente. Cada secuencia recuperada de la base de datos esta
precedida por su numero de entrada: A54002 (Lolium perenne), 1815759 (Phalaris
coerulescens), S31710 (Oryza sativa), P33050. En un aspecto adicional, la invencidén se
refiere a un polipéptido de Ph1 p 11 producido de forma recombinante o sintetizado
guimicamente que tiene la secuencia de aminodcidos de acuerdo con la SEC ID N¢: 1.
(Zea mays), 2765366 (Betulapendula), P13447 (Lycopersicon esculentum), 2832664 y
398899 (Arabidopsis thaliana), S43242 y S43244 (Syringa vulgaris), 3256212 (Ligustrum
vulgare) y 926885 (Olea europaea). Todas las entradas se muestran por completo,
excepto la secuencia de A. thaliana 2832664 que se truncd para mostrar solamente el
dominio que se alinea con la familia de proteinas examinada en el presente documento.
Las posiciones marcadas con x indican restos no identificados o atipicos. Las secuencias
de tercera a octava incluyen un supuesto péptido lider N-terminal. Los guiones indican
huecos introducidos para maximizar el nUmero de restos de alineacion.

FIGURA 4. Analisis de la expresion de Ph1 p 11 recombinante en E. coli. Una cepa de E.
coli preparada para la expresion de una proteina de fusion MBP-Ph1 p 11 se cultivo hasta
fase semilogaritmica y después se sometié a un cambio de temperatura para des-reprimir
el sistema de expresion. Se prepararon muestras llevando a ebullicion células
sedimentadas en tampén de carga que contenia SDS y B-mercaptoetanol. Carril 1:
marcadores de peso molecular, carril 2: muestra de preinduccion, carril 3: recogida post-
induccion, carril 4: muestra de proteina purificada. Las proteinas se visualizaron por tincién
con Azul Brillante de Coomassie.

FIGURA 5. Inhibicion de inmunotransferencia de la unién de IgE a proteinas de extracto de
P. pratense inmovilizadas por rPhl p 11 soluble. El extracto de polen se redujo y se separd
por SDS-PAGE vy se realizé la electrotransferencia sobre membrana de nitrocelulosa. La
membrana se incubd con muestras de suero de dos sujetos alérgicos a polen de
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gramineas sensibilizados con Phl p11 (A y B), después de preincubacion con BSA (carril
1), rPhl p 11 (carril 2) o MBP (carril 3).
MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS
Reactivos generales, plasmidos, oligonucledtidos, cepas bacterianas y anticuerpos
Las sales y tampones se adquirieron en Sigma (St. Louis, MO) y Fluka (Buchs, Suiza).
El polen del fleo (Phleum pratense) se obtuvo de Pharmacia Allergon AB (Valinge, Suecia). El
analisis de proteina por SDS-PAGE se realiz6 usando geles de Tris-glicina al 4-20% (Novex,
San Diego, CA) y para la electrotransferencia se us6 membrana Hybond-C Extra (Amersham
Life Science, Amersham, RU). Para el analisis de inmunotransferencia de la union de IgE se
usaron antisuero de conejo anti-lgE (MIAB, Uppsala, Suecia) e IgG de burro anti-conejo
conjugada con peroxidasa de rabano rusticano (Amersham Life Science) seguido de deteccion
por ECL (Amersham Life Science). Se realizaron la preparacion de ARN poliadenilado del ARN
total y la sintesis posterior de ADNc para RT-PCR usando el Kit de Purificacion de ARNm vy el
Kit de Sintesis de Primera Cadena de ADNc, ambos de Amersham Pharmacia Biotech
(Uppsala, Suecia). Los plasmidos pET-23a(+) y pMAL-c2 se adquirieron en Novagen (Madison,
WI) y New England Biolabs (Beverly, MA), respectivamente. Las endonucleasas de restriccion
EcoRl, Hindlll, Ndel y Xhol, asi como ADN polimerasa de Taq y desoxinucleétidos eran de
Amersham Pharmacia Biotech. La ADN polimerasa de Pfu se adquirié en Stratagene (La Jolla,
CA). EI ADN de la PCR y otras reacciones enzimaticas se purificé usando kits Wizard
apropiados de Promega (Madison, WI). Para la captura en fase sélida de productos de PCR
biotinilados se usaron perlas magnéticas modificadas con estreptavidina (M-280) de Dynal AS
(Skeyen, Noruega). Para la preparacion de plasmido a gran escala se usé el Kit Plasmid Maxi
de Qiagen (Dusseldorf, Alemania). Los oligonucle6tidos se obtuvieron de Scandinavian Gene
Synthesis (Képing, Suecia). La secuenciacion de ADN se realizd6 usando el Kit de
Secuenciacién de T7 de Amersham Pharmacia Biotech y [0-*>S]dATP de Amersham Life
Science. Las cepas de E. coli usadas fueron XL1-Blue MR (Stratagene) para fines de clonacién
y BL21 (Novagen) que alberga el pldsmido pT7POL23 (18) para la expresién. Se usaron
columnas HiTrap Chelating (Amersham Pharmacia Biotech) para cromatografia de afinidad de
ion metalico inmovilizado (IMAC). Se realizaron intercambio de tampén y cromatografia de
exclusién por tamano de preparaciones proteicas usando un sistema FPLC y columnas llenas
con Sephadex G-25 y Superdex 75, respectivamente (Amersham Pharmacia Biotech). La
serologia cuantitativa para el alérgeno recombinante se establecié usado el Pharmacia CAP
System (Pharmacia Diagnostics), empleando reactivos y procedimientos recomendados por el
proveedor. Para la deteccidén de IgE en experimentos de inhibicion de inmunotransferencia se
usé un anticuerpo de IgE anti-humano marcado con | de Pharmacia Diagnostics. La
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liberacion de histamina de granulocitos aislados de individuos alérgicos y sanos se midié por
un radioinmunoensayo (Immunotech, Marseille, Francia). Como un control positivo para la
capacidad de liberacién de histamina de las células se usé6 el anticuerpo monoclonal anti-IgE
E124.2.8 De2 (Immunotech). La histamina y la solucién de cloruro sédico para ensayos de
puncién cutanea se obtuvieron de ALK (Harsholm, Dinamarca).
Muestras de pacientes

En este estudio se examind un total de 188 sujetos alérgicos a polen de gramineas o
muestras de suero. Ciento cincuenta muestras de suero eran de una coleccidén local en
Pharmacia Diagnostics, seleccionada en base a la sensibilizacion de IgE a P. pratense. Treinta
y ocho sujetos eran de una clinica de Viena y estaban caracterizados por una historia clinica
indicativa de alergia al polen de gramineas, resultado RAST positivo para polen de fleo y
ensayo de puncion cutanea positivo al extracto de polen de gramineas. Los perfiles de
sensibilizacion a alérgeno de estos sujetos se establecieron con alérgenos del polen de fleo
naturales y recombinantes como se ha descrito (19). Se incluyeron muestras de suero de dos
individuos no alérgicos con fines de control.
Extractos de proteina, SDS-PAGE y analisis de inmunotransferencia

Se extrajo polen de Phleum pratense a temperatura ambiente durante 2 h en 5 ml de
agua destilada por gramo de polen. Después de centrifugacion durante 5 min a 13000 x g, el
sobrenadante claro se dividid en pequenas alicuotas y se almacendé a -20°C hasta el uso. El
extracto de polen se sometié a SDS-PAGE reductora y se tifi6 con Azul Brillante de Coomassie
0 se sometid a electrotransferencia sobre membrana de nitrocelulosa. Las transferencias de
proteinas se bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente usando Tween-20 al 1% (v/v) en
PBS (NaCl 137 mM, KGI 2,7 mM, Na,HPO, 4,3 mM, KH,PO, 1,4 mM) o leche en polvo
desnatada al 5% (p/v) en PBS y después se incubaron durante una noche con suero de
paciente diluido cinco veces en PBS que contenia Tween-20 al 0,1%. Después del lavado en el
mismo tampdn, se visualizé la IgE unida usando un antisuero de conejo anti-IgE seguido de
IgG de burro anti-conejo conjugada con peroxidasa de rabano rusticano y deteccién por ECL.
Secuenciacion de proteina

Se identificd una banda de proteina de unién a IgE que se correspondia con Phl p 11
por inmunotransferencia usando una muestra de suero esencialmente monorreactiva. La
banda se separé de un gel de SDS-poliacrilamida tefiido con Azul Brillante de Coomassie, se
homogeneiz6 y se extrajo en clorhidrato de guanidinio 6 M. Después de la retirada de los
fragmentos de poliacrilamida por centrifugacion, la proteina extraida se sometié a 20 ciclos de
secuenciacion desde el extremo N usando un instrumento Hewlett-Packard G1000A.
Clonacion y caracterizacion de ADNc de Phlp 11
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Se aislé ARN poliadenilado del ARN total de polen de Phleum pratense, preparado por
el procedimiento de isotiocianato de guanidinio de Chirgwin y col. (20). Se gener6 ADNc de Phl
p 11 por 3’-RACE, realizada esencialmente de acuerdo con Frohman (21) y RT-PCR, usando
ADN polimerasa de Pfu clonada a lo largo del experimento. Todas las reacciones de
termociclado se realizaron en las siguientes condiciones de reactivo: Tris-HCI 20 mM pH 8,8,
KC1 10 mM, (NH4)>.SO, 10 mM, MgSQO, 2 mM, BSA 0,1 mg/ml, Triton X-100 al 0,1%, DMSO al
10%, dNTP 0,4 mM y cebadores a 0,5 uM cada uno.

La primera cadena de ADNc se sintetizd a partir de ARN poli-A*™ purificado usando el
cebador 5’-CCA GTG AGC AGA GTG ACG AGG ACT CGA GCT CAA GC(T)4-3 (Qy). Para la
3’-RACE se usaron dos cebadores directos especificos anidados GSP-1 (5-CAT TAC ATA
TGG ACA AGG GCC CSG GCT TCG TSG TSA C -3) y GSP-2 (5'-CAT GAA TTC GGA CGC
GTC TAC TGC GAC-3), junto con los dos cebadores inversos universales anidados Q, (5-
CCA GTG AGC AGA GTG ACG-3) y Q, (5-GAG GAC TCG AGC TCA AGC-3). Los cebadores
GSP-1 y GSP-2 se disenaron a partir de la secuencia de aminoacidos N-terminal de la proteina
Ph1 p 11, mientras que los cebadores Qo y Q, eran idénticos a partes adyacentes del cebador
de sintesis de ADNc Q.

Para generar un molde enriquecido en Ph1 p 11 para 3’-RACE, se sintetiz6 la segunda
cadena de ADNc por 40 ciclos de extension con cebador de GSP-1 biotinilado usando la
primera cadena de ADNc como molde. El perfil de ciclado usado fue: 95°C/5 min, seguido de
40 ciclos de 95°C/60 s, 58°C/60 s, 72°C/90 s. Después, el producto de esta reaccidén se
inmovilizé sobre perlas magnéticas modificadas con estreptavidina y se lavé con NaOH 0,1 My
TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). En la primera ronda de 3’-RACE se usé una
muestra de segunda cadena de ADNc inmovilizada y cebadores GSP-1 y Q, en el perfil de
ciclado: 95°C/5 min, seguido de 40 ciclos de 95°C/1 min, 72°C/2 min. Un pl de una dilucién de
20 veces de esta reaccion se usdé como un molde junto con los cebadores GSP-2 y Q) en la
segunda ronda de 3’-RACE, con el perfil de ciclado: 95°C/5 min, seguido de 30 ciclos de
95°C/60 s, 58°C/60 s, 72°C/90 s. Los cebadores GSP-2 y Q, se disefiaron para incorporar sitios
EcoRl y Hindlll, respectivamente, en los extremos del producto de amplificacién. Después de la
purificacidén y escisién con estas enzimas, el producto se clon6 entre los sitios EcoRl y Hindlll
de pBR322 (22). Se sometieron cinco clones candidatos a secuenciacién de ADN, poniendo de
manifiesto una unica fase de lectura abierta correspondiente a Phl p 11.

La amplificacién de la secuencia codificante de Phl p 11 de longitud completa de la
segunda cadena de ADNc inmovilizada se realiz6 usando el cebador GSP-1 y el cebador
inverso PP11/R-X (5-AGT CAC TCG AGT GGC GTC TCG GGG GCG TC-3) que se basaba
en el extremo 3 de la fase de lectura abierta de Ph1 p 11. Estos dos cebadores estaban
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disefiados para incorporar sitios terminales Ndel y Xhol, respectivamente, en el producto de
PCR. El perfil de termociclado usado en esta reaccién era el mismo que en la ronda dos del
experimento 3’-RACE. El producto de amplificacion, purificado y digerido con Ndel y Xhol, se
clono entre los sitios Ndel'y Ahol de un derivado de pET-23 a(+) disefiado para la expresion del
gen de interés como una fusién con la proteina de union a maltosa (MBP) de E. coli. La
construccion de longitud completa resultante para la expresién se verificd por secuenciacion de
ADN.

Se realizaron analisis de secuencia de ADN y de aminoécidos, incluyendo traducciones,
predicciones de propiedad de proteina y comparaciones de secuencia, usando programas del
Wisconsin Package (Genetics Computer Group, Madison, WI.).

Expresion y purificacion de rPh1 p 11

El alérgeno de P. pratense se expres6 en E. coli como fusion con MBP. EI ADN
plasmidico de un clon seleccionado se introdujo en la cepa BL21 que alberga el plasmido
pT7POL23 que proporciona ARN polimerasa de T7 de un modo controlado rigurosamente,
dependiente de temperatura (18). Se inoculé medio LB (10 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de
levadura, 5 g/l de NaCl, ajustado a pH 7,0 usando NaOH 1 M) 1:500 con un cultivo de una noche
y se cultivd en primer lugar a 30°C hasta fase semilogaritmica. Después, la temperatura de
incubacion se aumenté a 42°C durante 1 h, seguido de 4 h a 30°C antes de la recogida. Las
células se recolectaron por centrifugacion a 10000 x g durante 10 min a 4°C y se resuspendieron
en 5 ml de tampén A (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 0,5 M, B-mercaptoetanol 100 mM, imidazol 5
mM) por gramo (peso fresco) de células. Las células resuspendidas se rompieron por sonicacién
mientras que se mantuvieron en hielo, seguido de centrifugacion para eliminar el material sélido.
Después del cambio al tampén B (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 0,5 M, -mercaptoetanol 5 mM)
que contenia imidazol 5 mM usando Sephadex G-25, el sobrenadante se cargd en una columna
de 5 ml HiTrap Chelating cargada con Ni+ para IMAC. La columna se lavé con imidazol 20 mM
en tampdn B y se realiz6 la elucion con un gradiente de 20-250 mM de imidazol en tampon B. Las
fracciones que contenian la proteina de fusion eluida se agruparon y sometieron a una etapa final
de cromatografia de exclusién por tamario por Superdex 75, equilibrado con tampén no reductor,
para obtener una preparacién homogénea, no agregada sin contaminacion visible por proteinas
de E. coli. Para servir como un control negativo en estudios funcionales, la MBP sola se expres6
a partir de células BL21[pT7POL23] que albergaban el vector de expresion sin inserto y la
proteina purificada como anteriormente, excepto que se usé el tampédn B que contenia imidazol 5
mM en lugar del tampén A en la fase de homogenizacion celular. La concentracién de MBP-Ph1
p 11 y MBP en las preparaciones finales se determiné a partir de su absorbancia a 280 nm,
usando coeficientes de extincion calculados de 1,30 y 1,47 por mg/ml, respectivamente.
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Evaluacion de actividad de union a IgE de rPh1 p 11 usando el Pharmacia CAP System

Se examiné la actividad de unién de IgE in vitro del alérgeno recombinante purificado en
el Pharmacia CAP System, un sistema de inmunoensayo usado para la deteccién de anticuerpo
de IgE en diagnéstico clinico de alergia atopica. Se prepararon ensayos experimentales de
ImmunoCAP mediante inmovilizacion covalente del alérgeno purificado sobre celulosa activada a
una concentracion elegida para conseguir un intervalo de medicion lineal adecuado y un fondo
para sueros negativos de forma adecuada por debajo del valor de corte convencional de 0,35
kraal. Se prepararon ensayos de control negativo que llevaban solamente MBP usando la misma
concentracion de proteina en la inmovilizacion. Para la determinacion de IgE especifica para el
complemento completo de proteinas de polen de P. pratense natural, se us6é el ensayo
ImmunoCAP basado en el extracto del polen habitual. Para el fin de la comparacién con un
alérgeno recombinante establecido previamente, todos los ensayos de suero se realizaron en
paralelo con ensayos ImmunoCAP de rPhl p2. Los controles de ensayo y el célculo de los
parametros estadisticos para atestiguar la calidad de los ensayos se realizaron usando rutinas del
sistema de ensayo y software convencionales (Pharmacia Diagnostics).
Analisis de inmunotransferencia de propiedades de union a IgE de rPhlp 11

La proporcion de IgE especifica de polen de fleo dirigida contra rPh1 p 11 y rPh1 p 5 se
investigd por un experimento basado en inhibicion RAST. Las muestras de suero de 10 sujetos
reactivos a rPh1 p 11 se diluyeron 1:10 en tampén C (fosfato sédico 50 mM pH 7,5, Tween 20 al
0,5% (v/v), BSA al 0,5 (p/v), NaN; al 0,05% (p/v) y se preadsorbieron durante una noche a 4°C
con rPh1 p 11, MBP (control negativo) o rPh1 p 5 (control positivo), todos a una concentracion
final de 10 pg/ml. Para garantizar las condiciones de exceso de antigeno sobre la fase sélida,
aproximadamente 0,2 mg de extracto de proteina de polen de fleo natural se inmovilizaron en
tiras de nitrocelulosa de exactamente el mismo tamarno (0,6 x 3 cm). Las tiras se bloquearon por
preincubacién con tampoén C (una vez durante 1 hora y dos veces durante 5 minutos) y después
se expusieron a los sueros preadsorbidos a 4°C durante una noche. Al dia siguiente, las tiras se
lavaron cuatro veces en tampén C y después se sondaron con anticuerpo de IgE anti-ser humano
marcado con '¥| a temperatura ambiente durante una noche. Las tiras se volvieron a lavar cuatro
veces en tampdn C y se secaron. Se determiné la cantidad de anticuerpo de IgE anti-ser humano
marcado con ?°l usando un contador gamma (Wallac, Turku, Finlandia). Se calculé el porcentaje
de inhibicion de la unién de IgE después de la preincubacion de sueros con rPh1 p 5 o rPh1 p 11
del siguiente modo: % de inhibicién = 100-100 x (cpm rPhl p 5/cpm MBP o rPhl p 11/com MBP).
La capacidad del alérgeno recombinante para unirse a anticuerpos de IgE especificos de Phl p
11 se estudié por experimentos de inhibicién de inmunotransferencia de IgE (17). Los sueros de
dos sujetos alérgicos a polen de gramineas con reactividad de IgE para rPhl p 11 se
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preadsorbieron con rPhl p 11 purificado a 10 ug/ml de suero o, para fines de control, con una
concentracion igual de MBP o BSA. Los sueros preadsorbidos se expusieron a proteinas de
polen de fleo transferidas a nitrocelulosa separadas por SDS-PAGE y se detect6 la IgE unida
como se ha descrito (17).
Experimentos de liberacion de histamina

Los granulocitos se aislaron por sedimentacidon con dextrano de muestras de sangre
heparinizadas (23, 24) de dos individuos alérgicos a polen de gramineas y uno no alérgico. Las
alicuotas de células lavadas se incubaron con una diversidad de concentraciones (0,001 pg/ml,
0,41 ug/ml, 0,1 ug/ml, 1 pg/ml) o rPhl p 11 purificado, MBP y un anticuerpo anti-IgE monoclonal.
La histamina liberada al sobrenadante se midié por radioinmunoensayo. Se determind la
histamina total después de la congelacion-descongelacién de las células. Los resultados se
presentaron como valores medios de determinaciones por triplicado y representan el porcentaje
de histamina total.
Ensayo cutaneo

Después de que se obtuviera un consentimiento informado de dos individuos alérgicos a
polen de gramineas y cuatro no alérgicos, se realizaron ensayos de puncién cutanea en sus
antebrazos como se ha descrito (25). A los individuos se les pincharon alicuotas de 20 ul de
soluciones que contenian diferentes concentraciones (0,1 pg/ml, 1 ug/ml, 10 ug/ml, 100 pug/ml) de
rPhl p 11 purificado y MBP y extracto de polen de fleo, histamina y cloruro sédico. Las reacciones
cutaneas se registraron 20 minutos después de la aplicacion de la muestra por fotografia y
transfiriendo un trazado con boligrafo del area del habén a papel usando cinta adhesiva. Los
diametros medios de hab6n (Dm) se determinaron del siguiente modo: Dm = 0,5x(D1+D2), en la
que D1y D2 representan el mayor diametro longitudinal y transversal en mm, respectivamente.
RESULTADOS
Deteccién inmunoquimica, aislamiento y secuenciacion de proteina de Phl p 11 natural

El andlisis de inmunotransferencia de suero de un sujeto alérgico a polen de gramineas,
que carecia de anticuerpos de IgE frente a todos los alérgenos purificados o recombinantes de P.
pratense disponibles actualmente (rPh1 p 1, rPhlp 2, nPhlp 4, rPhl p 5, rPhl p 6, rPhlp 7 y rPhl p
12), puso de manifiesto una unién de IgE predominante a una Unica banda de proteina a
aproximadamente 20 kDa. Una banda débil en SDS-PAGE tenida con Coomassie se alined
perfectamente con la banda reactiva con IgE en el andlisis de inmunotransferencia (Fig. 1),
aunque una proteina mas abundante de un tamano ligeramente menor no se pudo descartar de
modo inequivoco. La proteina de estas dos bandas se extrajo por separado y una parte de cada
una se aplic6 a membrana de nitrocelulosa para analisis de transferencia puntual. La incubacion

con suero reactivo y la deteccién de IgE posterior permitié una identificacion positiva de la banda
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de PM ligeramente mayor que la diana para anticuerpos de IgE presentes en la muestra de suero
(no mostrado). La proteina extraida se someti6 a secuenciacion N-terminal y se obtuvo la
siguiente determinacion de 20 restos: DKGPGFVVTGRVYCDPCRAG. Una busqueda en base de
datos para secuencias homadlogas puso de manifiesto una coincidencia exacta con el alérgeno de
césped inglés Lol p 11, purificado previamente y secuenciado en aminoacidos por van Ree y col.
(26).
Clonacion de ADNCc y analisis de secuencia de Phlp 11

Después de la traduccion inversa de la secuencia de aminoacidos N-terminal a ADN,
usando la preferencia de codén observada en otros genes expresados en polen de P. pratense,
se disenaron dos cebadores de PCR directos anidados (GSP-1 y GSP-2) para su uso en 3-
RACE y RT-PCR. La primera cadena de ADNc se sintetiz6 a partir de una preparacion de ARN
poli-A*, usando un cebador oligo-dT universal que llevaba la secuencia diana terminal para dos
cebadores de PCR inversos anidados, Qo y Qr, a usar en etapas posteriores de amplificacion. Se
usd la segunda cadena de ADNc enriquecida especificamente, generada por 40 ciclos de
extension con cebador de GSP-1 en la primera cadena de ADNc, como un molde en la primera
ronda de 3’-RACE, realizada con los cebadores GSP-1 y Qo. En una segunda ronda, 1/1000 de
la reaccion de la primera ronda se usé como un molde junto con los cebadores GSP-2 y Q. El
andlisis de esta reaccién por electroforesis en gel de agarosa puso de manifiesto dos bandas
distintas de intensidad similar, de tamafo aproximadamente 700 y 800 pb (no mostrado). El uso
de temperatura de hibridacién aumentada no cambié el aspecto del producto de la segunda
ronda de 3-RACE. Por lo tanto, el producto de banda doble se consideré provisionalmente
genuino y especifico. El producto se clon6 y los transformantes que albergaban insertos que
coincidian con ambos tamanos de fragmentos se identificaron y analizaron por secuenciacién de
ADN. Los cinco clones examinados contenian insertos de secuencia practicamente idéntica y
parecia que la diferencia de tamano entre las dos bandas observada después de la segunda
ronda de 3’-RACE se debia a sitios alternativos para el cebado de la sintesis de ADNc (Fig. 2),
posiblemente como resultado de heterogeneidad en el sitio de poliadenilacion del transcrito.
Todos los clones contenian una fase de lectura abierta idéntica con un uso de coddén que
coincidia bastante con el de los genes conocidos previamente expresados en polen de P.
pratense. Mas alla del coddén de detencidn observado, ninguna de las tres fases de lectura directa
presenté codones que cumplieron este criterio. Para obtener un ADNc que codificara el
polipéptido de longitud completa se realiz6 una reaccion de RT-PCR usando el cebador director
GSP-1 y el cebador inverso PP11/R-X, disefiado el dltimo a partir del extremo 3’ de la fase de
lectura abierta. El producto de esta reaccién, que apareci6 como una unica banda en
electroforesis en gel de agarosa, se cloné en un vector de expresidn y se confirmo su secuencia.
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La fase de lectura abierta del ADNc definié un polipéptido de 143 restos aminoacidicos
con un punto isoeléctrico calculado de 4,8, una masa molecular de 15,8 kDa y un sitio potencial
para glucosilacién ligada a N (Fig. 2). Una busqueda de similitud a través de las bases de datos
disponibles en NCBI (www.ncbi.nhn.nih.gov) identificé proteinas de polen de una diversidad de

especies vegetales mono- y dicotiledéneas con homologia de secuencia con el polipéptido
deducido a partir de la secuencia de ADNc. Estas incluian Lolium perenne (césped inglés),
Phalaris coerulescens (alpiste), Oryza sativa (arroz), Zea mays (maiz), Betula pendula (abedul),
Arabidopsis thaliana, Lycopersicon esculentum (tomate), Olea europaea (aceituna), Syringa
vulgaris (lila) y Ligustrum vulgare (alhefia). El nivel de identidad de secuencia de aminoacidos
dentro de esta familia de proteinas de polen varié del 32% al 95% y un alineamiento, que expone
predicciones de estructura secundaria y caracteristicas conservadas, se muestra en la Fig. 3. A
partir de las comparaciones de secuencia es evidente que el alérgeno de P. pratense es un
equivalente del alérgeno de L. perenne Lol p 11y, por lo tanto, se deberia denominar Phl p 11.

La diferencia mas evidente en la estructura principal observada entre Phl p 11 y Lol p 11
(N¢ de entrada de secuencia A54002) era un tramo de nueve restos aminoacidicos adicionales (-
DLRDAPETP) en el extremo C de Phl p 11, equivalente a un aumento de 1,0 kDa en la masa
molecular. En comparacion con el homologo de L. perenne, la secuencia de Phl p 11 contenia un
total de seis sustituciones de aminoacidos, cuatro de las cuales eran no conservativas (D42N,
K56G, D57L, K83T). En la posicion 103, que no se determind en el caso de Lol p 11, un resto de
asparagina estaba presente en la secuencia de Phl p 11. Los dos homoélogos mostraron
conservacion de un sitio potencial para glucosilacion ligada a N (resto 24) y seis restos de
cisteina.

Como se mostré previamente por Van Ree y col. (26), los alérgenos de polen de
gramineas del grupo 11 estan relacionados estructuralmente con el inhibidor de tripsina de soja y,
por lo tanto, pueden presentar estructuras antigénicas similares a las proteinas que pertenecen a
esta familia. Muy recientemente se han descrito alérgenos estructuralmente relacionados de
alpiste pajarero, Plantago lanceolata, (Pla 11) y armuelle, Chenopodium album, (Che a 1) (27,
28).

La discrepancia entre el PM aparente observado del alérgeno Phl p 11 nativo por SDS-
PAGE y el PM calculado a partir de la secuencia de aminoacidos deducida se explica
probablemente por la modificacién post-traduccional del alérgeno nativo. En respaldo de esto
existe el informe de van Ree y col. (26), en el que la proteina de L. perenne homdéloga mostré
que llevaba glucosilacién ligada a N que ascendia a aproximadamente el 8% de la masa
molecular total y la conservacion del sitio de unién de glucano correspondiente en la secuencia
de aminoacidos de Phlp 11.
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Expresion en Escherichia coli y purificacion de rPhlp 11

Con el objetivo de la caracterizacién alergénica y serolégica del alérgeno Phl p 11, la
proteina se expresé en E. coli y se purifico hasta homogeneidad. Debido a la mala solubilidad
cuando el alérgeno se expresaba inicialmente con un marcador hexahistidina N-terminal como la
Unica adicion modificada, los inventores eligieron en su lugar producir el mismo como una fusion
con la proteina de union a maltosa de E. coli como un medio para ayudar a la solubilidad.
Después de preparar una construccién en la que la transcripcion de la fusién estaba bajo el
control del promotor de T7, usando E. coli XL1-Blue como un huésped de clonacién, el plasmido
se transfirid a la cepa BL21 que albergaba el plasmido pT7POL23. En este sistema binario, la
construccién es quiescente a 30°C y la expresidon de la proteina recombinante se indujo por un
cambio de temperatura a 42°C (Fig. 4).

Usando esta cepa para la expresion, se obtuvo la acumulacién de MBP-Phl p 11 hasta
aproximadamente el 10% de la proteina celular total, como se estimé a partir de SDS-PAGE
tefiida con Coomassie (Fig. 4). El analisis de material celular fraccionado puso de manifiesto que
aproximadamente la mitad de la proteina de fusion estaba presente en la fase soluble (no
mostrada). La proporcidén de una proteina soluble tendia a ser mayor cuando el cultivo se habia
devuelto a 30°C después de un periodo de induccion a 42°C, en vez de mantenerse a 42°C hasta
la recogida (no mostrado). Para minimizar la agregacion de la proteina de fusion soluble se
realiz6 un procesamiento post-recogida en condiciones reductoras. Después de un cambio de
tampon para disminuir la concentracion de reductor en el extracto celular aclarado, la proteina se
sometié a una primera etapa de purificacion por IMAC. Aunque el material eluido parecia como
una Unica banda distinta del tamafo esperado en SDS-PAGE reductora, la filtracion en gel
analitica indic6 la presencia de diferentes formas de agregacion ademas del monémero. Una
etapa de cromatografia de exclusion por tamafno usando Superdex 75, por lo tanto, se afadié al
procedimiento de purificacion. La preparacion final parecia monomérica por filtracion en gel
analitica y libre de proteinas bacterianas contaminantes por SDS-PAGE. Parecia estable y no se
observé formacion de agregados después del almacenamiento a -20°C. La produccion final de
proteina purificada fue de 12 mg por litro de cultivo bacteriano o 1,7 mg por gramo de sedimento
celular (peso fresco).

Anadlisis de reconocimiento de anticuerpo de rPhlp 11

Para examinar la capacidad de unién a anticuerpo de IgE del alérgeno recombinante e
investigar la frecuencia y magnitud de la sensibilizacién de IgE especifica de Phl p 11 entre
alérgicos al polen de gramineas, se prepararon ensayos seroldgicos para su uso en el Pharmacia
CAP System. Como un control para la unién del anticuerpo a la parte de MBP de la proteina de
fusién, se prepararon y usaron en paralelo ensayos que llevaban solamente MBP. Después del



10

15

20

25

30

35

ES 2349246 T3

14

andlisis de muestras de suero de 184 sujetos sensibilizados a polen de gramineas usando estos
ensayos, se observé que 59 (el 32%) de los mismos contenian reactividad de IgE especifica al
alérgeno recombinante (Tabla Il). El nivel promedio de IgE para rPhl p 11 en los sueros
especificamente reactivos fue 16 kUn/L, en comparacién con 79 kU,/L de IgE frente a extracto
natural de polen de P. pratense. Por tanto, parece que como promedio entre estos sujetos,
aproximadamente el 20% de la reactividad de IgE a alérgenos de polen de P. pratense estaba
dirigida contra rPhl p 11.

En dos de los sueros que mostraron un resultado positivo con el ensayo de rPhl p 11,
también habia una union aparente de IgE a MBP en solitario. Para uno de estos sueros, la
determinacién de IgE era de hecho mayor con el ensayo de MBP y este suero, por lo tanto, se
consider6 que carecia de IgE para rPhl p 11. Para el otro suero, la contribucién por MBP a la
uniéon de IgE por la proteina de fusion fue de solamente aproximadamente el 1%, lo que se
consider6 no significativo. En total, solamente cuatro sueros de los 184 ensayados (2%) mostro
unién de IgE detectable a MBP en solitario, indicando que la MBP puede ser un comparero de
fusién adecuado para la produccion de alérgeno recombinante en los casos en los que no se
puede producir de forma eficaz una proteina no de fusidn soluble en E. col.

A objeto de la comparacién, las 184 muestras de suero también se ensayaron con un
ensayo especifico para un alérgeno de polen de gramineas principal establecido previamente,
rPhl p 2. La reactividad del anticuerpo de IgE dirigida contra este alérgeno se observé en 103
(56%) de todos los sujetos ensayados, con un nivel de IgE promedio de 11,4 kU4/L. Por lo tanto,
la union a rPhl p 2 representaria aproximadamente el 15% del nivel total de IgE para extracto
natural, completo de polen de P. pratense en este subconjunto de sueros, que era como
promedio 74 kU,/L. En resumen, el analisis serolégico muestra que el rPhl p 11 expresado en E.
coli tiene capacidad de unién a anticuerpo de IgE significativa y especifica, comparable en
frecuencia y magnitud a la de rPhl p 2.

Inhibicién de la union de IgE a extracto de polen de gramineas natural por rPhl p 11 soluble

Para comparar de un modo mas directo las caracteristicas de union a IgE de Phl p 11
recombinante y natural se realiz6 un experimento de inhibicion de inmunotransferencia. En este
analisis, la competicion por la union de IgE a alérgeno natural inmovilizado por rPhl p 11 soluble
se visualizaria como atenuacién de la unién de IgE a Phl p 11 natural inmovilizado después de la
preincubacién de suero de paciente con el alérgeno recombinante. Como un control para
inhibicion inespecifica, ambas muestras de suero usadas se preincubaron con BSA y MBP en
paralelo con el pretratamiento de rPhl p 11. Aunque las proteinas de control no tenian efecto
visible sobre la unién de IgE a proteinas de extracto, en comparaciéon con la preincubacion con
tampdn (no mostrado), el pretratamiento de las muestras de suero con rPhl p 11 anuld
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practicamente de forma completa la sefal de autorradiografia a peso molecular de 20 kDa (Fig.
5). El resultado demostré que la proteina recombinante compartia epitopes para anticuerpos de
IgE humanos con Phl p 11 natural.

La contribuciéon de Phl p 11 a la actividad de unién a IgE total de proteinas de polen se
examind adicionalmente por experimentos de inhibicion de transferencia puntual, en los que se
usé rPhl p 5, un alérgeno conocido por su alta capacidad de unién de IgE (7), para la
comparacion. Se aplicaron puntualmente cantidades iguales de extracto de proteina de polen
sobre trozos idénticos de membrana de nitrocelulosa y se expusieron a sueros de pacientes que
se habian preincubado con rPhl p 11, rPhl p 5 0 MBP. De los andlisis seroldgicos, se conocia que
estos sueros contenian IgE tanto para Phl p 11 como para Phl p 5, pero no para MBP. Como
controles, se usaron incubacion con tampon y suero de un individuo no alérgico. Después del
lavado se determindé la IgE unida a membrana radiométricamente y se calcularon los efectos de
inhibicién de rPhl p 11 y rPhl p 5 en relacion a las muestras pretratadas con MBP. Los resultados
del experimento se muestran en la Tabla Ill. Como promedio, se observé que rPhl p 11 inhibia el
25% de la unidén de IgE al extracto del polen, que se corresponde con los datos seroldgicos
cuantitativos mostrados en la Tabla I, mientras que rPhl p 5 provoco una inhibicion promedio del
55%. Los inventores concluyen que Phl p 11 representa una proporcién pertinente de anticuerpos
de IgE especificos de polen de fleo, aunque menor que Phl p 5.
rPh1 p 11 induce liberacion de histamina por basofilos y reaccion cutanea inmediata

En un experimento sobre basofilos de un individuo alérgico sensibilizado a alto nivel con
Phl p 11, el rPhl p 11 indujo la liberacién de histamina dependiente de la dosis, demostrando su
capacidad de entrecruzar de forma productiva anticuerpos de IgE unidos a superficie celular. La
liberacién de histamina limitada tuvo lugar de células de un sujeto sensibilizado en bajo grado con
Phl p 11 y ninguna liberacion de células de un no alérgico después de la incubacién con rPhl p
11. (Tabla 1). Se obtuvieron pruebas de actividad biolégica especifica de rPhl p 11 in vivo a partir
de experimentos de ensayo cutaneo. En dos sujetos sensibilizados, las reacciones de haboén
dependientes de la dosis se produjeron por la exposicién a una serie de dilucion del alérgeno,
mientras que no tuvo lugar ninguna reaccion en cuatro controles no alérgicos ensayados. (Tabla
2). El compariero de fusién de rPhl p 11 MBP en solitario no dio lugar a ninguna reaccién en
ninguno de estos experimentos. Por tanto, el rPhl p 11 mostré actividad biolégica que cumplié los
criterios de especificidad.
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Paciente A Paciente B Paciente C
Conc MBP- anti- MBP- MBP- anti-
(ug/mi) MBP rPhl IgE MBP rPhl Anti-IgE | MBP rPhl \gE
p i1 pii p 11

0 6,5 6,7 6,6 6,5 6,5 6,5 3,5 3,5 3,5
0,001 5,8 16 11,3 5,5 5,5 8,25 3,5 3,5 8,25
0,01 5,2 29 16 5,5 5,8 10 3,4 3,5 14
0,1 4,9 34 28,5 5,4 7,8 23 3,5 3,8 43

1 4,7 36,5 34 5,3 7,8 13 3,5 3,5 55

a) La liberacién de histamina se expresa como porcentaje del contenido total de las células de histamina.

Tabla 2. Ensayos de puncién cutanea con rPhl p 11°

MBP-rPhil p 11 MBP Extracto de polen | Histamina
Sujeto 100 pg/m, | 10 pg/ml | 1 pg/ml | 0,1 pg/ml | todo conc
Alérgico N° 1 55 2,5 - - 9,0 3,6
Alérgico N2 2 8,0 55 4,0 - 10,5 7,0
No alérgico N 1 - - - - - 8,0
No alérgico N2 2 - - - - - - 7,5
No alérgico N2 3 - - - - - - 49
No alérgico N2 4 - - - - - - 8,5

b) Dos alérgicos y cuatro no alérgicos se sometieron a ensayos

cutaneos con rPhl p 11 a diferentes

concentraciones, con extracto de polen de fleo e histamina. El diametro de las reacciones de habén

resultante se determind y se presenta en mm.

DISCUSION

Los pélenes de gramineas pertenecen a las fuentes de alérgenos mas frecuentemente

sensibilizantes y potentes. Contienen varias moléculas alergénicas, varias de las cuales se han

identificado y caracterizado en el pasado reciente (3). En la presente invencion, los inventores

describen la identificacion, clonaciéon y produccién recombinante de un alérgeno de polen de P.

pratense novedoso que anade nuevos epitopes importantes al panel creciente de alérgenos de
polen de gramineas recombinantes (29). A pesar del hecho de que los alérgenos de polen de

gramineas de grupo 11 son glucoproteinas (26) y contienen varios restos de cisteina, los

inventores pueden producir alérgeno rPhl p 11 soluble, monomérico e inmunoldgicamente activo

utilizando MBP como un compariero de fusion para la expresion en E. coli. Se realizd la
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caracterizacion serolégica extensa de la reactividad de IgE frente a rPhl p 11 usando un sistema
de ensayo cuantitativo en el que el alérgeno se inmoviliza covalentemente sobre celulosa
activada. Mediante el uso de los ensayos especificos de rPhl p 11, los inventores encontraron
que aproximadamente un tercio de todos los sujetos sensibilizados con polen de gramineas
analizados (n=184) contenian anticuerpos de IgE en suero que se unen a rPhl p 11 y que la
magnitud de la unién se correspondia con una proporcién significativa de anticuerpos de IgE
especificos de polen de gramineas en estos sujetos.

Se obtuvieron pruebas que respaldaban la autenticidad de la presentacion de epitope por
rPhl p 11 a partir de experimentos de inhibicion de inmunotransferencia, en los que las proteinas
de polen de gramineas naturales se unieron a una fase solida y se usé rPh p 11 como inhibidor
de fase fluida. La inhibicién especifica y extensa de la unién de IgE al alérgeno natural tuvo lugar
en ambos de los dos sueros de pacientes examinados, demostrando que rPhl p 11 podria
competir con Phl p 11 natural por unién a anticuerpo de IgE. Tomados en conjunto, los datos
serolégicos muestran que el rPhl p 11 inmunorreactivo se puede producir usando la expresidn en
E. coliy que la proteina recombinante comparte epitopes para anticuerpos de IgE con el alérgeno
natural. En base a los resultados obtenidos, es evidente que rPhl p 11 representa una adicion
importante al panel de alérgenos de polen de gramineas recombinantes Utiles para diagnéstico in
vitro de alergia a polen de gramineas.

Es pertinente para esta discusion el analisis inmunolégico de Lol p 11 natural
desglucosilado quimicamente descrito por van Ree y col. (26), que sugirieron la implicacion de
estructuras de hidratos de carbono en las propiedades de unién a IgE de este alérgeno. Por
tanto, los inventores no pueden excluir que exista una diferencia cualitativa en las propiedades
alergénicas entre Phl p 11 natural y la molécula recombinante descrita en este articulo y que la
expresion de Phl p 11 en una forma glucosilada, usando un huésped de eucariota, podria
producir un alérgeno recombinante con diferentes caracteristicas de union a IgE. Por otro lado,
en vista de opiniones recientes de que los epitopes de glucano pueden no ser provocadores
eficaces de reacciones mediadas por IgE o informativos en relacion a manifestacion de alergia
clinica (30-34), es posible que un alérgeno recombinante no modificado expresado en E. coli sea
mas util para fines de diagndstico.

A pesar de la homologia de secuencia significativa entre los miembros del grupo de
alérgenos ampliamente representado (gramineas, arboles y malas hierbas) ilustrado por Phl p 11
en fleo y Ole e 1 en polen de olivo, parece existir poca reactividad cruzada para anticuerpos de
IgE entre los mismos. En un analisis preliminar, los inventores no han podido detectar reaccién
cruzada entre rPhl p 11 y Ole e 1 (Niederberger, Valenta & Lidholm, datos no publicados) y los
resultados de estudios recientes sobre otros miembros de esta familia de alérgenos (27, 28)
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concuerdan con esta observacion.

Una implicacion importante de la aparente ausencia de reactividad cruzada significativa
entre rPhl p 11 y otros miembros de esta familia de alérgenos es que son utiles como
marcadores de diagnéstico para identificar mas precisamente el sensibilizador principal de
individuos alérgicos, en comparacion con extractos naturales o componentes con reactividad
cruzada tales como profilina, alérgenos de dos manos EF u homélogos de Bet v 1. Por tanto, un
reconocimiento de IgE preferente de Phl p 11, en relacion con otros miembros de esta familia de
alérgenos, puede sugerir una sensibilizacion primaria por polen de gramineas en lugar de otra
fuente de alérgenos que contienen componentes con reactividad cruzada. El uso de alérgenos
recombinantes seleccionados de este modo puede proporcionar informacién util para el consejo
acerca de la evitacidon de alérgenos y la seleccion adecuada de extracto de alérgeno para
tratamiento de inmunoterapia especifico.

En conclusién, la presente invencion se refiere a clonacién de ADNc y produccion
recombinante de un alérgeno de polen de gramineas del grupo 11 reactivo con IgE vy
biolégicamente activo. Se puede usar Phl p 11 recombinante para identificar sensibilizacién a
alérgeno del grupo 11 en pacientes y para inmunoterapia especifica.
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de ADN que codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de
acuerdo con la SEC ID N¢: 1.
2. La molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacion 1, que tiene la secuencia de acido

nucleico de los nucleétidos 1-429 de la Figura 2 y que codifica la secuencia de aminoacidos de la
SEC ID N¢: 1.

3. Un procedimiento para producir Ph1 p 11 recombinante, que comprende las etapas
- expresar la molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2 en un organismo
huésped; y
- purificar el Phl p 11 recombinante producido.

4. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 3, en el que el organismo huésped es
un huésped procariota, preferentemente E. col.

5. Uso de un polipéptido Ph1 p 11 que tiene la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la
SEC ID N%: 1 para la produccion de un farmaco para inmunoterapia de pacientes alérgicos a
polen de gramineas que muestran reactividad de anticuerpo de IgE frente a Ph1 p 11.

6. Uso de acuerdo con la reivindicacion 5 para la produccion de un farmaco para
inmunoterapia de pacientes alérgicos a polen de fleo que muestran reactividad de anticuerpo de
IgE frente a Ph1 p 11.

7. Un polipéptido Ph1 p 11 producido recombinantemente o sintetizado quimicamente que
tiene la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEC ID N°: 1.
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1 60
DK-—GPGEFVVIGRVYCDPCRAGFETNVSHNVQG
DK--GPGEFVVTGRVYCDPCRAGFETNVSHNVEG

MASLR--ALSVIAVAVVLFALADTAVATK-~--APDYVVQGRVYCDRCRAGFETNVTEYIKG

MASLR—TIPVIFG-ILFYVLASTATATD--APDYVVQGRVYCDTCRAEFETNVTEYIKG

MASVPAPATTTAAVILCLCVVLSCAAADDPNLPDYVIQGRVYCDTCRAGFVINVTEYIAG

MAKSIIIQAP-ALCFLSLLGFAYSES----RFFVEGKVYCDNCRTQFVTKLSTYMKG
MAKAIVLLSA—LCILALANFAHCRP~---EVFDVEGKVYCDTCRVQFETKLSENLEG
MASKAIFFFFVSAVCLSSLAGVAIADADDEDRFQIQGSVYCDTCRVQFVTRLSKFLEG
ARPNK-—-NPFVXRGRVYCDTCXVXFETPASTYISG
EDVPQPPI---PQFHIQGQVYCDTCRARFITELSEFIPG
EDVPQPPV---PQFHIQGQVYCDTCRARFITELSEFIPG
EDVPQPPV--~SQFYIQGQVYCDTCRARFITELSEFIPG
EDVPQPPV---SQFYIQGQVYCDTCRAGFITELSEFIPG

61 . 120
ATVAVDCRPFNGGESKLKAEATTDGLGWYKIEIDQDHQEEICEVVLAKSPDTTCSEIEEF
ATVAVDCRPFDGGESKLKAEATTDKDGWYKIEIDQDHQEEICEVVLAKSPDKSCSEIEEF
AXVRLECRHFGTNVLERAIDGVTDETGTYKIELRDSHVEDICEVVLVKSPLADCHEIQSL
AKVRLECKHFGTDKVERAIDGVIDETGTYKIELKDSHEEDICEVVLVHSPLANCSEIEAE
AKVRLECKHFGTGKLERAIDGVIDATGTYTIELKDSHEEDICQVVLVASPRKDCDEVQAL
AKVSLECRNREGGTLIYSSDSETDKSGTYRIPVDGDHEEEICEIALKKSSDPDCSEVSKD
ATVKLQCRNISTEAETFSVEGVIDKDGKYKLTVNGDHENDICEVTVVKSPREDCKESVSG

-AKVKLECRSRTNGTVTLTKEAVTDKTGS YRMEVTGDHEEEVCELVLVESPDSGCSDVSKE

AVVRLECKDRRTMELTYSHEARTDSTGSYKILVNEDHDEQFCDAMLVRSSQLRCSNVSPG
ASIRLQCKDRENGKITFTEIGYTRAEGLYSMLVEGDEKNEFCEITLISSGREDCDEIPVE
ASIRLQCKDGENGKITFTEIGYTRAEGLYSMLVEGDHKNEFCEITLISSGRKDCDEIPVE
AGVRLOCKDGENGKITFTEVGYTRAEGLYSMLIERDHKNEFCEITLLSSSRKDCDEIPIE
ASVRLQCKEKKNGDITFTEVGYTRAEGLYSMLVERDHKNEFCEITLISSGSKDCNEIPTE

121 175
-——-RDRARVPLTSNNGIKQQGIRYANPIAFFRKEPLKECGGILQAYDLRDAPETP
-——=RDRARVPLTSNXGIKQQGIRYANPIAFFRKEPLKECGGILQAY
=—=~RDRAPVLLTRNVGISDN-LRLANPLGYLKDVFPLPVCGDLLKMFKLADDDDDQ
——-RDRARVLLTRNVGICDN-LRLANPLGYLKDYHCPS—-AALLKQFDLADDDNE
—=~RDRAGVLLTRNVGISDS-LRPANPLGYFKDVPLPVCAALLKQLDSDDDDDQ
PFLKKSARISLTKNNGIS-TPVRLANPLGFMKKKPLPECAKALRELGMNPDDVIQ
-——YEKARIECSDNVGI-HNAVRFANPLFFMKAESVQGCKEALDELGLFPLEF
AYLRNAAKISLTANDGIVSHETRIVNPLGFMVQTPSAECPAAFKELGIVPDG
-—-HDRARVTLTRFNGIASD-DRFANNMGFLRDAAMPGCADIMKLYQETE
GWAKPSLKFKLNTVNG——-~—TTRTINPIGFFKKEALPKCTQVYNKLGMYPPNM
GWVKPSLKFKLNTVNG—-—-TTRTINPIGFFKKEALPKCTQVYNKLGMYPPNM
GWVKPSLKFMLNTVNG—~——TTRTINPLGFFKKEALPKCPQVFNKLGMYPPNM
GWAKPSLKFILNTVNG~--~TTRTVNPLGFFKKEALPKCAQVYNKLGMYPPNM
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