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DESCRIPCION

Alérgenos de cacahuete y métodos.

Los cacahuetes estdn considerados como una de las comidas mds alergénicas. La alergia del cacahuete, es un
problema importante para la salud por la severidad de la reaccion alérgica, la sensibilidad crénica de la alergia y la
ubicuidad de los productos del cacahuete. Los individuos sensibles a los cacahuetes podrian experimentar sintomas
que alcanzan desde una urticaria media a severa, y una anafilaxia' sistémica. En la anafilaxia fatal inducida por el
alimento, los cacahuetes son la comida mds frecuentemente implicada como causa de la reaccién> 3. La sensibilidad a
los cacahuetes a menudo aparece pronto en la vida y al contrario que en otras alergias a comidas, y tiende a persistir
indefinidamente*.

Para dilucidar el mecanismo exacto de las reacciones lg-E, la identificacién y purificacion de los precisos alérgenos
son necesarios. Informacién significante ha sido acumulada en alérgenos caracterizados desde una amplia variedad de
fuentes, incluyendo polen, dcaro de polvo, caspa de animales e insectos’. En comparacion, la caracterizacion de alér-
genos para incluso los alérgenos de comida comiin, es menos definida. A pesar de la significante prevalencia de la
hipersensibilidad de las reacciones al cacahuete y abundantes muertes al afio, la identificacién de los antigenos clini-
camente relevantes y su entendimiento de la inmunobiologia de la hipersensibilidad al cacahuete estd solo empezando.

Los anticuerpos monoclonales son cada vez mds utilizado para definir y caracterizar los epitopos alergénicos de
muchos alérgenos. Multiples alérgenos incluidos los alérgenos de dcaros del polvo, Der f 1, y el alérgeno polen de
gramineas, Lolpl,” han sido estudiado por el uso de anticuerpos monoclonales. Anticuerpos monoclonales murinos a
estos alérgenos han demostrado ser bastante eficaz en la definicién de sus epitopos alergénicos.

WO094 20614 describe los 4cidos nucleicos que codifican las Der p VII y Der f alérgenos VII y el predice las
secuencias de dcido amino. Péptidos con Der p VII y VII Der F actividad puede ser utilizado en el tratamiento o
diagndstico.

En este informe, hemos investigado la especificidad epitopo de Ara hII, el 8 de un alérgeno importante de cacahue-
te, mediante el uso de los anticuerpos monoclonales como sondas para el mapeo de los posibles factores determinantes
antigénicos. Hemos producido y caracterizado un panel de anticuerpos monoclonales especificos de Ara h II. Los an-
ticuerpos monoclonales h ARA II nos ha permitido definir por lo menos dos sitios antigénicos de Ara h II. Ensayos de
inhibicién se utilizaron para determinar los sitios de unién de IgE en Ara h I

La invencién se define en las reivindicaciones anexas.
Métodos
Pacientes con respuesta positiva al desafio del cacahuete.

Para la aprobacion de este estudio fue obtenido por el Comité Consultivo Humanos de la Universidad de Arkansas
de Ciencias Médicas. Doce pacientes con determatitis atépica y una respuesta positiva inmediata de la piel al pinchazo
de prueba al cacahuete habia una respuesta positiva a double-lind placebo-controlado al desafio alimentario (DBPCFC)
o una historia convincente de anafilaxia de cacahuete (la reaccién alérgica potencialmente mortal, es decir, con edema
laringeo, sibilancias severas, y/o hipotensién). Los detalles del procedimiento del desafio y la interpretacién han sido
previamente discutida.” Cinco mililitros de la sangre venosa se extrajo de cada paciente y se permite que coagule, y
el suero se recogié. Un volumen igual de suero de cada donante se mezclé para preparar una piscina de anticuerpo de
cacahuete IgE especifico.

Extracto crudo de cacahuete

De tres lotes comerciales de cacahuetes de los corredores del Sureste (Arachis hypogaea), de grado medio, a partir
de cultivos de 1979 (North Carolina State University) se utilizaron en este estudio. Los cacahuetes fueron almacenados
en el congelador a -18°C hasta que se eran tostados. Los tres lotes se combinaron en proporciones iguales y se mezclan
antes del desengrasado. El proceso de desengrase (desgrasado con hexano después del tueste de 13 a 16 minutos a
163°C a 177°C) se llevo a cabo en el laboratorio del Dr. Clyde Young (North Carolina State University). El cacahuete
crudo fue extraido en 1 mol/L de NaCl, 20 mmol/L de sodio de fosfato (pH 7,0)1 y 8 mol/L de urea durante 4 horas a
4°C. El extracto fue aclarado por centrifugacién a 20.000 g durante 60 minutos a 4°C. La determinacién de proteinas
totales se realiz6 por el método de acido bicinconinico (Pierce Laboratorios, Rockville, Illinois).

Anticuerpos Monoclonales

Lineas celulares de ratén hibridomas fueron preparadas por seleccion estdndar después de que la fusion celular de
polietilenglicol mediada se 1levé a cabo como ya se ha descrito. Las células del ratén/mieloma '© SP?/0-AG™ se fun-
dieron con esplenocitos inmunes a ratones hembra BALB/c hiperinmunizados con Ara h II. Las células sobrenadantes
de hibridoma fueron examinados por ELISA y secante Western, y las lineas celulares fueron clonados por dilucién
limitante. Los anticuerpos secretados por las lineas de células monoclonales enhibridomas se isotipan de acuerdo con
las instrucciones que se proporcionan (Tipo de exdmen; Boehringer Mannhein, Indianapolis, Ind.). Liquidos asciticos
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producidos en ratones BALB/c se purificé con la proteina G Superose, como se indica por el fabricante (Pharmacia,
Uppsala, Suecia). Los anticuerpos monoclonales fueron purificados en ensayos de inhibicién de ELISA y ELISA.

ELISA para IgE

Una biotina-avidina ELISA fue desarrollada para cuantificar los anticuerpos anti-IgEde la proteina de cacahuete
con las modificaciones de un ensayo descrito anteriormente''. Las 2 filas superiores de una placa de microtitulacion de
96 pocillos (Gibco, Santa Clara, California) fueron recubiertos con pelicula con 100 ul cada una de cantidades iguales
(1 pug/ml) de anticuerpos humanos IgE anticuerpos monoclonales, 7.12 y 4.15 (amablemente proporcionada por el Dr.
Andrew Saxon). El resto de la placa fue cubierta con la proteina de cacahuete en una concentraciéon de 1 ug/ml en el
recubrimiento de tamp6n (0,1 mol/L de carbonato de sodio, bicarbonato, pH 9,6). La placa se incubé a 37°C durante
1 hora y luego se lava cinco veces con enjuague tamp6n (solucién salina amortiguadora de fosfato, pH 7,4, con 0,05%
de Tween 20, Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.) inmediatamente, y entre las incubaciones posteriores. Un segundo
patrén de referencia de IgE se afiadi6 a las 2 filas superiores para generar una curva de la IgE, que van desde 0,05 hasta
25 ng/ml.

El grupo de muestras de suero y suero del paciente se diluy6 (1: 20 vol/vol) y se vaci6 en pocillos individuales en
la parte inferior de la placa. Después de incubar durante 1 hora a 37°C y lavar, biotinilar, se afiadié a todos los pocillos
anti-IgE humana de cabra purificada por afinidad (KPL, Gaithersburg, Maryland) (1: 1000 vol/vol albiimina de suero
bovino). Las placas se incubaron durante 1 hora a 37°C y se lavd, y 100 ul. de peroxidasa de rdbano conjugado con
avidina (Vector Laboratories, Burlingame, California) se afiadié6 durante 5 minutos. Después del lavado, las placas
fueron desarrolladas por la adicién de un tampén de citrato que contiene O-fenilendiamina (Sigma Chemical Co.). La
reaccion se detuvo por la adicién de 100 ul. 2N de 4cido clorhidrico a cada pocillo, y se ley6 la absorbancia a 490 nm
(Bio-Rad modelo del lector de microplacas 450; Bio-Rad Laboratorios de Diagnéstico Grupo, Hercules, California).
La curva estandar se representa en una escala log-logit por medio de la regresién lineal simple andlisis, y los valores
para el suero en comiin y las muestras individuales se lee de la curva.®’

La inhibicion de ELISA

La inhibicién de ELISA fue desarrollado para examinar la especificidad local de los anticuerpos monoclonales
generados a Ara h II. Un centenar de microlitros de proteina Ara IT h (1 mg/ml) fue afiadido a cada pozo de una placa
de microtitulacién de 96 pocillos (Gibco) en revestimiento protector (tampén carbonato, pH 9,6) durante 1 hora a
37°C. A continuacién, 100 ul de diferentes concentraciones (hasta 1000-doble exceso) de cada uno de los anticuerpos
monoclonales fue afiadido a cada pocillo durante 1 hora a 37°C. Después de lavar, una concentracion estdndar de la
preparacion biotinilada de anticuerpo monoclonal se afiadié durante 1 hora a 37°C. El ensayo se desarrollé mediante
la adicién del sustrato avidina como en el ELISA arriba.

Una inhibicién de ELISA similar se realiza con el conjunto de IgE de suero positivo al cacahuete en lugar del
anticuerpo monoclonal biotinilado para determinar la capacidad de cada anticuerpo monoclonal para bloquear un
aglutinante especifico de IgE.

Resultados
Hibridomas especificos para Ara h Il

La fusién de células entre las células de bazo obtenidas de hembras BALB/c ratones inmunizados con Ara h
IT y el ratén mieloma, las células resultaron una serie de hibridomas especificos para Ara h II. Siete anticuerpos
monoclonales productoras de lineas fueron elegidas para un estudio posterior. En estudios preliminares las siete lineas
que secretan células de hibridomas tenfan anticuerpos que delimitan Ara h II, determinados por ELISA e andlisis de
inmunotransferencia.'> '* Sobre la base de diferentes estudios de unién, cuatro de los hibridomas se utilizaron para su
posterior andlisis. Segtin lo determinado por isotipo ELISA especifico de inmunoglobulina, las cuatro lineas celulares
secretadotas de hibridoma se tipificaron como IgG;.

ELISA con anticuerpos monoclonales como fase solida

De cuatro preparados de anticuerpos monoclonales (4996D6, 4996C3, 5048B3, y 4996D5) fueron utilizados co-
mo anticuerpos de captura en un ELISA con Ara h II como el antigeno. Suero de pacientes individuales, que habia
respuestas reto positivas al cacahuete, se utilizé para determinar la cantidad de IgE unida a cada fraccién de cacahuete
capturado por el Ara h II-especifica anticuerpo monoclonal (Tabla 1). Un conjunto de suero de referencia positivo al
cacahuete se utiliz6 como suero de control para aglutinacién 100%. Siete pacientes que tuvieron respuestas positivas
DBPCEFC al cacahuete, se eligieron. Los siete pacientes tenian cantidades significativas de IgE especifico anti-caca-
huete para el antigeno de cacahuete presentado por cada uno de los cuatro anticuerpos monoclonales comparados a
los sueros de control (el paciente 8, sin sensibilidad al cacahuete que tenia valores elevados valores de IgE en suero, el
paciente 9 sin sensibilidad al cacahuete que tenfa valores normales de IgE en suero). Curvas de valoracion se realizaron
para demostrar que cantidades limitadas de antigeno vinculante no eran responsables de anticuerpos similares vincu-
lantes. No hubo diferencias significativas en los niveles de anticuerpos-anticacahuete IgE especificos para antigenos de
cacahuete presentes en cada anticuerpo monoclonal. La mayoria de los pacientes tenian su valor mds alto de unién de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2344 034 T3

IgE para el antigeno de cacahuete presente por cualquiera de 4996D6 o0 4996C3, mientras que ninglin paciente tuvo su
porcentaje mds alto de unién de la IgE para el antigeno de cacahuete presentado por anticuerpo monoclonal 4996D5.

Especificidad antigénica de Alimentos de anticuerpos monoclonales para Ara h Il

Para determinar si los anticuerpos monoclonales ARA h II se unen sélo al antigenos de cacahuete, un método
de ELISA fue desarrollado con el cacahuete especifico IgE de pacientes que tuvieron respuestas positivas DBPCFC
al cacahuete. Los cuatro anticuerpos monoclonales que se caracterizaron totalmente estdn vinculados unicamente
antigeno de cacahuete (Tabla 2). En la prueba ELISA no tuvo lugar aglutinacién a soja, habas, o a ovoalbimina.
Cuando la mezcla de suero normal se utiliza en la prueba ELISA, ningtin IgE no especifico de cacahuete o cualquier
de ARA h II o crudo de cacahuete pudo ser detectado.

En los Estados Unidos, tres variedades de cacahuete son de consumo habitual: Virginia, Spanish, y Runner. En
un ELISA, se intent6 determinar si habia diferencias en la unién al anticuerpo monoclonal de las tres variedades de
cacahuete. S6lo habia una pequefia variacién con la capacidad del cacahuete-especifico IgE para unirse a la captura
del antigeno de cacahuete (dato no mostrado).

Especificidad de emplazamiento de cuatro anticuerpos monoclonales

La inhibicion de ELISA se utiliz6 para determinar la especificidad del sitio de los cuatro anticuerpos monoclonales
para Ara h II (Tabla 3). Segtin lo determinado por el andlisis de inhibicién de ELISA, hay al menos dos epitomes
diferentes en Ara h II, que podria ser reconocido por varios anticuerpos monoclonales (epitopo 1-4996C3, epitopo 2-
4996D6, 5048B3, 4996D5). Siete diferentes anticuerpos monoclonales generados a Ara h I, un 63,5 kd alérgeno de
cacahuete,9 fueron utilizadas para inhibir la unién de la cuatro anticuerpos monoclonales ARA h II a la proteina ARA
h II. Ninguno de los anticuerpos monoclonales Ara h I inhibieron cualquier enlace de los anticuerpos monoclonales
ARA hIL

La especificidad de sitio de cacahuete-especifico IgE humano

Resultados de ensayos de inhibicidn con anticuerpos monoclonales para inhibir la unién de la IgE del grupo de
muestras de IgE (de los pacientes con hipersensibilidad al cacahuete) a Ara h II se muestran en la Tabla 4. Los
anticuerpos monoclonales 4996C3 y 4996D5 inhibieron la especificad-cacahuete IgE hasta aproximadamente el 25%.
Los anticuerpos monoclonales 4996D6 y 5048B3 no inhibieron la unién especifica-cacahuete IgE. Estos dos sitios de
inhibicidn se corresponden con los dos diferentes epitopos IgE reconocidos por los anticuerpos monoclonales en los
experimentos de inhibicién.

Discusion

La via de administracién de alérgenos, la dosificacion, frecuencia de la exposicion y los factores genéticos, todos
determinan el tipo de y la gravedad de una respuesta de la persona alérgica.'* Para la fecha, no tiene caracteristicas
distintas, lo que permitirfa distinguir los alérgenos, como antigenos dnicos, han sido identificados.'* En contraste, s6lo
tres de los alimentos en los Estados Unidos (leche, huevos y cacahuetes) representan aproximadamente el 80% de
respuestas positivas a los desafios de los alimentos en los nifios.'?

Aunque la sensibilidad clinica para la mayoria de los alimentos suele ser perdida a medida que el paciente enve-
jece, la sensibilidad clinica al cacahuete rara vez es perdida. Por esta razén, es importante examinar los alérgenos de
cacahuete para determinar si tienen caracteristicas distintas que causa la persistencia de las reacciones clinicas.

Dos alérgenos principales de cacahuete, Arah Iy Ara h II, recientemente han sido identificados y caracterizados.®®
Ara h I tiene dos bandas principales, determinado por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de so-
dio con un molecular medio de peso de 63,5 kd y un punto isoeléctrico de 4,55. Ara h I tiene un peso molecular medio
de 17 kd y un punto isoeléctrico de 5,2. La secuencia individual de Ara h I y Ara h II indica que son probablemente
isoalérgenos.® Otros alergénicos del cacahuete se han identificado incluyendo el cacahuetel'® y concanavalina y A-
reactiva glicoproteina.'’

En este estudio de cuatro anticuerpos monoclonales para Ara h II fueron ampliamente caracterizados. Los cuatro
anticuerpos monoclonales producidos a Ara h II, cuando se utiliza como anticuerpos de captura en un ELISA, pre-
sentd antigenos que IgE de pacientes con las respuestas al reto positivas al cacahuete. No se detectaron diferencias
significativas en la unién de la IgE de cualquiera de pacientes al alérgeno presentado por los anticuerpos monoclonales
individuales. En distintos experimentos de ELISA, los cuatro anticuerpos monoclonales generados a Ara h II no se
unen a los alérgenos de leguminosas y otros no se unen a una variedad de cacahuete preferentemente.

Para determinar la especificidad del epitopo de estos anticuerpos monoclonales, se realizaron pruebas ELISA de
inhibicién. Como minimo dos epitopos IgG diferentes y distintos podrian ser identificados en los experimentos con el
alérgeno, Ara h II. En los experimentos relacionados hechos con suero acumulado de pacientes con respuestas positivas
a DBPCFC de cacahuete, se identificaron dos epitopos IgE similares. Los resultados de este estudio son comparables
a los de anticuerpos monoclonales para Der f I'® en los que se identificaron cinco emplazamientos antigénicos no



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2344 034 T3

superpuestos y tres epitopos aglutinantes de IgE. En nuestros estudios anteriores con anticuerpos monoclonales Ara h
I, ¥ fueron reconocidos cuatro sitios diferentes de antigenos, y tres de estos sitios fueron epitopos aglutinantes de IgE.

En los experimentos relacionados con otros alérgenos, una variedad de sélido en ensayos de inhibicidn de la fase se
han utilizado para bloquear la respuesta de IgE policlonal contra el alérgeno que se estudid.® La interpretacion del nivel
de la inhibicién que deben ser considerada significativa ha variado de 15% al 80%.% Los anticuerpos monoclonales
ARA h IT inhibe la respuesta de IgE policlonal hasta en un 25%.

La caracterizacion de estos anticuerpos monoclonales ARA h II permitird futuros estudios para definir mejor la
exacta secuencia de aminoécidos que es responsable de la unién de la IgE. Ademas, estos anticuerpos monoclonales
deben purificar el alérgeno ARA h II mucho més sencillo y mds eficiente. La inmunoafinidad de purificacién de
alérgenos, como la completada con los alérgenos de cucaracha 6 y con el alérgeno de cacahuete Arah I, Y ha producido
una técnica para purificar el alérgenos de un material heterogéneo de una fuente de crudo.

Los estudios futuros sobre la estructura antigénica y alergénica de los alérgenos pueden utilizarse tanto en las
técnicas de anticuerpos monoclonales, como para la tecnologia del ADN recombinante. Los anticuerpos monoclonales
se utilizard para asignar estos epitopes y identificar los clones de ADNc especificas para los alérgenos. Juntos, la
tecnologia de ADN recombinante y la produccién de anticuerpos monoclonales se utilizard para examinar el papel de
T células epitopos especificas en la induccidn y la regulacion de las respuestas alergénicas.”
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Aislamiento, identificacion y caracterizacion de clones codificadores de antigenos responsables de la hipersensibili-
dad del cacahuete

La alergia al cacahuete es un problema de salud debido a la frecuencia, la gravedad potencial, y la cronicidad
de la sensibilidad alérgica. Las reacciones de hipersensibilidad de cacahuete a menudo tienden a ser muy graves,
a veces se traducen en episodios de la anafilaxia fatal [1,2]. A pesar de la importante prevalencia de reacciones de
hipersensibilidad de cacahuete y varias muertes anuales, la identificacién de los antigenos clinicamente relevantes
y una comprension de la inmunobiologia de cacahuete hipersensibilidad estdn empezando [3]. La identificacién y
purificacién de alérgenos es esencial para la inmunologia de los estudios necesarios para comprender su papel en
estimular la formacién de anticuerpos IgE. Debido a la prevalencia y la gravedad de reacciones de hipersensibilidad
de cacahuete en nifios y adultos, junto con la reciente identificacion de dos grandes alérgenos de cacahuete que estdn
implicados en este proceso [3,4], nos propusimos clonar y caracterizar el alérgeno de cacahuete Ara h 1. El suero de IgE
de pacientes con reacciones de hipersensibilidad de cacahuete documentado y una biblioteca de ADNc de cacahuete
se utilizaron para identificar los clones que codifican los alérgenos de cacahuete. Uno de los principales alérgenos de
cacahuete, Ara h I, fue seleccionado de estos clones usando Ara h I-oligonucledtidos especificos y la tecnologia de
reaccién en cadena de la polimerasa. Uso de oligonucleétidos (TC) AA (AG) AG (TC) AA (TC) GTNAT (TCA), GA
(TC) CA derivada de analisis de la secuencia amino acido de la Ara h I (63.5 kD) alérgenos de cacahuete como un
primer y un 27 oligo-nucledtidos de largo tramo como el segundo iniciador, una parte del ARNm que codifica esta
proteina se amplificé a partir de cDNA de cacahuete. Para determinar si este clon (5Ala) represent6 el Ara h I entero,
se utilizé un inserto etiquetado 22P de este clon como una sonda de hibridacién de una transferencia de Northern
conteniendo poli cacahuete A + ARN. Este inserto hibridazo en un solo tamafio de ARNm de aproximadamente 2,3
kb. El inserto no contenia 1.360 bases de incluida la cola de poli A. La secuencia que comienza en la posicién 985
y se extiende a través de la posicion de 1032 codifica la secuencia de aminoécidos idéntica a la que se determina a
partir del péptido I de Ara h I. El anélisis de la secuencia de ADN del inserto clonado revelé que el alérgeno Ara h
I tiene una homologia significativa con la familia de proteinas vicilina de almacenamiento de semillas encontradas
en la mayoria de las plantas superiores [5,6]. Hubo 64% de homologia lo largo de mds de 1.000 bases cuando se
compard la secuencia del clon 5Ala con las habas y guisantes vicilins. El andlisis de inmunoblot IgE se realizé con
el suero de IgE de pacientes con hipersensibilidad al cacahuete y para la proteina Ara h I expresada con del clon de
5Ala en células de Escherichia coli XL1-Blue para abordar la cuestion de la frecuencia recombinante Ara h que fue
reconocido por estos individuos. De los 11 sueros de los pacientes a prueba de esta manera, 8 (73%) tenian IgE que
reconoce el Ara h recombinante I (Tabla 5). Hemos demostrado que el gen clonado Ara I h es capaz de producir un
producto de proteina en las células procariotas que es reconocido por la IgE en suero de un gran nimero de individuos
con hipersensibilidad de cacahuete documentado. Estos resultados son significativos ya que indican que algunos de
los epitopos alergénicos responsables de esta reaccion son lineales en las secuencias de aminoacidos que no incluyen
un componente de hidrato de carbono. Estos resultados pueden proporcionar la base para mejorar el diagndstico y el
tratamiento de las personas con hipersensibilidad a los alimentos. Con la produccién de la proteina recombinante de
cacahuete ahora serd posible abordar la fisiopatologia y los mecanismos inmunolégicos relacionados con las reacciones
de hipersensibilidad especifica y de alimentos en general con hipersensibilidad al cacahuete.
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TABLA 1

IgE especifica de cacahuete al antigeno presentado por cuatro anticuerpos monoclonales

Paciente Anticuerpos de captura

4996D6 4996C3 5048B3 4996D5
1 95 % 80 % 80 % 9N %
2 94 % 66 % 72 % 90 %
3 96 % 114 % 87 % 96 %
4 98 % 116 % 76 % 96 %
5 97 % 74 % 130 % 107 %
6 94 % 63 % 76 % 86 %
7 109 % 123 % 104 % 116 %
8 0% 0% 0% 0%
9 0% 0% 0% 0%

TABLA 2

IgE especifica vinculante para las leguminosas capturadas por anticuerpos monoclonales Ara h 11

Anticuerpos de captura
4996D6 4996C3 5048B3 4996D5
Grupo de ArahI1 (17 0.451 0.565 0.235 0.381
muestras kd)
de suero | Cacahuete 0.137 0.409 0.161 0.170
crudo
Soja 0.053 0.055 0.055 0.015
Habas 0.033 0.026 0.029 0.025
Ovoalbimina 0.028 0.029 0.029 0.035
Suero ArahII (17 0.024 0.031 0.038 0.033
normal kd)
Cacahuete 0.017 0.027 0.028 0.024
crudo
Los valores son expresados en unidades de densidad 6ptica.
El grupo de muestras de suero son de pacientes con respuesta positiva a la agresion del
cacahuete
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TABLA 3

Inhibicion de ELISA para cuatro anticuerpos monoclonales para Ara h I1

Inhibidor de anticuerpos
4996C3 499606 5048B3 4996D5 Altl
Biotinylated
mAb

4996C3 99 % 8 % 6 % 3% 1 %
4996D6 0% 53% 31 % 18 % 9%
5048B3 30 % 83 % 100 % 100 % 3%
4996D5 1% 44 % 56 % 64 % 8 %

Sitio especifico de cuatro anticuerpos monoclonales ARA h II segin lo determinado por el
andlisis de la inhibicion de ELISA. Los valores se expresan como porcentaje de inhibicion.
mAb, anticuerpos monoclonales

TABLA 4

Anti-cacahuete individual IgE especifica vinculante a Ara h Il

Disolucion de suero
1:320 1:100 1:80 1:40 1:20 1:5
4996D6 0% 0% 0% 0% 3% 5%
4996C3 14 % 10 % 10% 12 % 10 % 24 %
5048B3 0% 5% 5% 5% 7% 11 %
4996D5 0% 10 % 10 % 22% 23 % 25%

La especificidad de cuatro anticuerpos monoclonales ARA h II inhibidores de IgE especifico
anti-cacahuete (grupo de suero de pacientes con hipersensibilidad al cacahuete) unién a Ara h
II. Los valores se expresan como por ciento de los IgE especifico anti-cacahuete vinculante a
Ara h 1I sin anticuerpo monoclonal.
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TABLA 5
Reconocimiento de la proteina Ara h I por el IgE del suero del paciente de pacientes con hipersensibilidad al
cacahuete
Paciente Ara h I recombinante Ara h I nativo
AC + +
BE - +
TL + +
AS - +
KS + +
KF + +
CS - +
SM + +
™ + +
TH + +
JH + +
La proteina recombinante o nativa Ara [ h fue electroforizada por desnaturalizacion de geles de
poliacrilamida, borrado a la nitrocelulosa, y luego probada con la IgE en suero de pacientes con
pacientes con hipersensibilidad 1 cacahuete donde se anotd la presencia (+) o ausencia (-) de
IgE en suero de Ara h I recombinante o nativa.

Mapeo de Epitopes de la célula B en Ara h I, una Proteina Vicilin Leguminosa y una Mayor Hiperensibilidad Alérgeno
al Cacahuete

La alergia al cacahuete es un problema de salud debido a la posible gravedad de la reaccién alérgica y la dificultad
en el diagndstico certero de esta enfermedad. El suero de IgE en pacientes con hipersensibilidad documentada de re-
acciones cacahuete y péptidos que se utilizan para identificar la mayor unién de epitopos con el principal alérgeno del
cacahuete, Ara h I. Al menos veintitrés diferentes IgE epitopos lineales vinculantes, que se encuentran en toda la lon-
gitud de la proteina Ara h I, fueron identificados. Dos de los péptidos que parecia ser epitopos IgE inmunodominantes
vinculantes fueron reconocidos por el suero de > 90% de los pacientes examinados. Ningtin péptido fue reconocido
por mds del 50% en la sensibilidad al cacahuete en la poblacién examinada. El andlisis mutacional de los epitopos
inmunodominantes revelé que solo los cambios de aminodcidos en estos péptidos tuvieron efectos dramdticos sobre
caracteristicas de unién de IgE. Con la identificacion de los epitopos de unién de la IgE en la proteina Arah Iy la
determinacién de los aminoacidos dentro de estos epitopos importantes a la inmunoglobulina vinculante ahora serd po-
sible hacer frente a los mecanismos fisiopatolégicos e inmunoldgicos en relacion con reacciones de hipersensibilidad
de cacahuete especifica y alimentos en general.

Introduccion

Aproximadamente el 8% de los niflos y 1-2% de los adultos tienen algtin tipo de alergia a los alimentos (1). El
cacahuete, pescado, frutos secos, y mariscos causan la mayoria de las reacciones de hipersensibilidad alimentaria en
adultos, mientras que el cacahuete, leche, huevos y causa mds del 80% de las reacciones de hipersensibilidad a los
alimentos en los nifios (2). A diferencia de las reacciones de hipersensibilidad a los alimentos como la leche y los
huevos, las reacciones de hipersensibilidad de cacahuete suelen persistir en la edad adulta y para toda la vida (3).
Ademads, la hipersensibilidad de las reacciones a los cacahuetes, tienden a ser mds severas que las de los alérgenos
alimentarios. Las reacciones alérgicas a los cacahuetes, pueden producir sintomas que van desde la urticaria hasta
anafilaxia en los pacientes con hipersensibilidad de cacahuete. Varios informes (4,5) han detallado un fatal desenlace
y cerca de las reacciones anafilacticas fatales que ocurren en adolescentes y adultos ocurre después de la ingestién de
cacahuetes o de los productos de cacahuete. El diagndstico de los individuos con hipersensibilidad de cacahuete es
a menudo complicado por la presencia de crossreacting anticuerpos frente a otras leguminosas (6). En la actualidad,
el unico tratamiento eficaz para pacientes con hipersensibilidad de cacahuete es evitar los productos alimentarios que
contengan el alérgeno. Esto es cada vez mas dificil debido a la inclusién de cacahuetes y productos de cacahuete como
extensores de proteinas en muchos alimentos diferentes.

Reacciones de hipersensibilidad alimentaria se presentan poco después del contacto de un alérgeno especifico IgE
con su correspondiente anticuerpo que estan vinculados a las células mastociticas. El alérgeno-especifico IgE cuando
se entrecruza con el respectivo alérgeno activa el méstil de las células para la liberacién de histamina, heparina y otros
mediadores responsables de los sintomas clinicos observados. As{ los epitopos IgE de los alérgenos juegan un papel
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importante en el proceso de la enfermedad. Su caracterizacién proporcionard una mejor comprension de la respuesta
inmune humana involucrada en las reacciones de hipersensibilidad a los alimentos. Si la mejora de diagndstico y las
capacidades terapéuticas se desarrollaran ello serd importante para determinar la estructura primaria y la frecuencia de
el reconocimiento de los epitopos IgE contenida en el alérgeno.

Varios estudios han demostrado que la parte mas alergénica del cacahuete es la fraccion de proteinas del cotiledén
(7). Un alérgeno mayor encontrado en el cotiledén es la proteina de cacahuete, Ara h I (8). Esta proteina es reconocida
por 90% de pacientes sensibles al cacahuete, por lo que se establece como un alérgeno importante (8). La mayoria
de la deteccion IgE del alérgeno Ara h I en el suero parece ser debido a epitopos de esta proteina que es lineal en
las secuencias de aminodcidos que no contienen cantidades significativas de hidratos de carbono (8,9). El alérgeno
Ara h I pertenece a la familia vicilin de las proteinas de almacenamiento de las semillas (9). Resultados previos han
demostrado la similitud entre el nivel de IgE a la proteina recombinante Ara I h, y la forma nativa de este alérgeno,
cuando el suero del paciente individual fue probado (9). Estos resultados indican que la recombinante proteina podria
ser considerada para su uso en los enfoques de diagndstico y alcance inmunoterapéuticos a la hipersensibilidad de
cacahuete.

Debido a la prevalencia y gravedad de las reacciones de hipersensibilidad de cacahuetes en nifios y adultos, junto
con la naturaleza dificil del diagnéstico de esta alergia a los alimentos, nos pusimos en marcha para localizar y carac-
terizar los epitopos IgE importante del alérgeno Ara h 1. En esta comunicacion, el informe de la estructura primaria del
IgE Ara h I vinculante a epitopos reconocidos por individuos hipersensibles al cacahuete. Dos epitopos que unia suero
IgE especifico de cacahuete en> 90% de los pacientes examinados fueron identificados. Los aminodcidos importantes
para la deteccion de cacahuete IgE especifica de estos epitopos se determina entonces con el propdsito de utilizarlos
en diagnosticos futuros e aproximaciones inmunoterapéuticos a esta enfermedad.

Materiales y métodos

Los pacientes. El suero de quince pacientes con reacciones de hipersensibilidad documentados de cacahuete (me-
dia de edad de 25 afios) fue utilizado para identificar el Ara h I IgE uniendo los epitopes. Cada uno de estos individuos
tenian un resultado inmediato a pruebas cutdneas de cacahuete y un positivo doble ciego, controlado por un placebo,
agresion por alimentos (DBPCFC) o un convincente historial de anafilaxia de cacahuete (edema laringeo, sibilancias
severas, y/o hipotension). Una persona con niveles elevados de IgE en suero (que no tienen IgE especifica de cacahuete
o hipersensibilidad de cacahuete) fue utilizado como control en estos estudios. En algunos casos, una mezcla de suero
se realiz6 mediante la mezcla de partes alicuotas de la igualdad de IgE en suero de cada uno de los 15 pacientes con
hipersensibilidad al cacahuete. Este grupo de muestras fueron utilizadas en experimentos de andlisis de inmunotrans-
ferencia para determinar las caracteristicas de unién de la IgE de la de la poblacién. Al menos cinco ml de sangre
venosa se obtuvieron de cada paciente y se permitié que coagulase, y el suero se recogido. Todos los estudios fueron
aprobados por el Comité de Uso Humano de Asesoramiento en la Universidad de Arkansas para Ciencias Médicas.

Andlisis por ordenador de la secuencia de Ara h I. El anélisis de la secuencia del gen de Ara h I (9) y secuencias
peptidicas se realiz6 en la Universidad de Arkansas de Ciencias Médicas por la computadora Vax utilizando el paquete
de software de andlisis de ADN de Wisconsin. Las regiones predichas antigénicas de la proteina Ara h I se basan
en algoritmos desarrollados por Jameson y Wolf (10) que se refiere a la antigenicidad de hidrofilicidad, estructura
secundaria, flexibilidad, y la probabilidad de superficie.

Sintesis de péptidos. Los péptidos fueron sintetizados en una membrana de celulosa que contienen grupos libres
hidroxilo que utilizan Fmoc-aminoacidos de acuerdo con las intrucciones de fabricacién (Genosys Biotecnologias,
The Woodlands, TX). La sintesis de cada péptido fue iniciada por esterificacion de un Fmocaminodcido de la mem-
brana de celulosa. Después de lavado, todas las funciones residuales del aminodcido de la hoja fueron bloqueadas por
acetilacion para que no sea reactiva en los siguientes pasos. Cada Fmoc-aminodcido adicional es esterificado a la ante-
rior por este mismo proceso. Después de la adicién del dltimo aminodcido pasado en el péptido, las cadenas laterales
de los aminoacidos fueron de-protegidas usando una mezcla de diclorometano/acido trifluoroacético/triisobutilsilano
(1/1/0.05), seguido por el tratamiento con diclorometano y el lavado con metanol. Las membranas que contienen
péptidos sintetizados fueron inmediatamente investigadas con el suero IgE o almacenados -20°C hasta que necesario.

Ensayo de union de la IgE. Membranas de celulosa que contienen péptidos sintetizados se incubaron con el suero
del grupo de muestras o suero individuales de pacientes con hipersensibilidad de cacahuete diluida (1: 5) en una
solucién de TBS y 1% de albtimina de suero bovino durante al menos 12 horas a 4°C o 2 horas a temperatura ambiente.
La deteccion del anticuerpo primario fue con anticuerpos anti-IgE etiquetados '*°I (Sanofi Pasteur Diagnostics, Chaska,
MN).

Resultados

Existen Multiples Regiones IgE Unidas en Toda la proteina Ara h I. La secuencia de proteina de Ara h I se analiz6
mediante un programa de computadora para modelar y predecir la estructura secundaria de la antigenicidad basada en
los parametros de hidrofilicidad, la estructura secundaria, la flexibilidad, y la probabilidad de superficie. Once regiones
antigénicas, cada una con multiples sitios antigénicos, fue previsto por este andlisis a lo largo de toda la longitud de la
molécula (Fig. 1).
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Setenta y siete péptidos que representan a toda la longitud de la proteina Ara h I se sintetizaron y se probaron
con suero del grupo de muestras para determinar la unién de la IgE a las regiones antigénicas predichas, o cualquier
otra regién de la proteina. Cada péptido era de 15 aminodcidos de longitud y compensa desde el péptido anterior
a ocho aminodcidos. Estos péptidos se investigaron con un grupo de muestras de suero IgE de 15 pacientes con
hipersensibilidad de cacahuete documentados o con suero IgE de un paciente sin control a la comida alérgica. En
la Figura 2A muestra 12 regiones de unién de IgE a lo largo de toda la longitud de la proteina Ara h I reconocida
por esta poblacién de pacientes hipersensibles al cacahuete. El suero de IgE del control del paciente no reconocid
a cualquiera de los péptidos sintetizados (datos no mostrados). En general, hubo una buena concordancia entre la
prediccion regiones antigénicas (Fig. 2B, dreas de caja P1-P11) y las que se determinaron (Fig. 2B, a la sombra 4reas
D1-D12) por IgE actual vinculante. Sin embargo, hubo dos regiones antigénicas predichas (AA221-230; AA263-278)
que no fueron reconocidas por el suero IgE individuos hipersensibles al cacahuete. Ademds, hubo numerosas regiones
de unién de la IgE encontradas en la proteina Ara h I entre los aminodcidos 450-600 (Fig. 2A).

Con el fin de determinar la secuencia de aminodcidos de los sitios de unién de la IgE, pequefios péptidos que
abarca cada uno de las mds grandes regiones de IgE identificadas en la Figura 2 se sintetizaron. Mediante la sintesis de
péptidos mds pequeiios (10 aminodcidos de longitud) que se compensaron entre si por solo dos aminoédcidos que fue
posible identificar a cada IgE epitopos de unién individual dentro de 1a mayor unién de las regiones IgE de la molécula
Ara h I molécula. La Figura 3 muestra un inmunoblot representativo y la respectiva secuencia de aminodcidos de la
region de unién D2-D3 (AAS82-133). Cuatro epitopos (Fig. 3, nimeros 4-7) Se identificaron en esta region. Dibujos
similares se realizaron para continuar las regiones de unién de IgE para identificar el nicleo de las secuencias de
aminodcidos para cada epitopo IgE. La Tabla 6 resume los 23 epitopos IgE (péptidos 1-23) y sus respectivas posiciones
en la molécula Ara h I. Los aminodcidos mads comunes encontrados fueron residuos acidos (D, E) y basicos (K, R) que
comprende el 40% de todos los aminoacidos que se encuentran en los epitopos. Ademads, el tema obviamente no fue
compartida la secuencia del amino por los epitopos.

Identificacion de comiin de epitopos Ara h I reconocidos por la IgE en suero de pacientes con hipersensibilidad al
cacahuete. Cada conjunto de veintitrés péptidos fue probado con el suero de IgE de 10 personas para determinar cual
de los veinte y tres epitopos fueron reconocidos por la IgE en suero de pacientes con hipersensibilidad de cacahuete.
El suero de cinco los individuos seleccionados al azar de las 15 grupo de muestras de suero del paciente y otros
cinco sueros pacientes hipersensible s al cacahuete que no estdn representados en el grupo de suero fueron usados
para identificar los epitopos comunes. La Figura 4 muestra los resultados de la unién de IgE resultados de las 10
tiras de inmunoblot (A-J) que contienen estos péptidos incubados en suero de pacientes individuales. Todos los sueros
de pacientes examinados (10/10) reconocieron epitopos multiples. El nimero promedio de los epitopos reconocidos
fue 6/sueros pacientes, que van de un suero, que sélo reconoce 2 epitopos a otro suero de paciente que reconoce 12
epitopos. Los resultados se resumen en la Tabla 7. Curiosamente, el epitopo 17 fue reconocido por todos los sueros de
los pacientes a prueba (10/10) y epitopo 4 fue reconocido por el 90% (9/10) de los sueros de los pacientes a prueba.
Ningtin otro epitopo fue reconocido por mds del 50% de los sueros de los pacientes prueba.

Caracteristicas de la union de IgE con epitopos mutados Ara h I. Los aminodcidos esenciales para la unién de IgE
en epitopos 4 y 17 se determinaron mediante la sintesis de péptidos duplicados con el tinico aminoacido cambia en cada
posicion. Los aminodcidos fueron cambiados o bien por residuos de una alanina o glicina ya que estos aminoacidos
tienen grupos pequefios R. Estos péptidos fueron probados con el grupo de muestras de suero IgE de 15 pacientes con
hipersensibilidad al cacahuete para determinar si el cambio afecto a la IgE especifica vinculante de cacahuete. Los
resultados se muestran en la Figura 5. Es evidente que una sola sustitucién de un aminodcido tiene efectos dramaticos
sobre las caracteristicas de la unién de la IgE al péptido. La sustitucién de cualquier aminodcido en la regién 91-96,
de epitopo 4 result casi la pérdida completa de la unién de la IgE a este epitopo. En epitopo 17, la sustitucién de
tirosina residual en la posicién 500 o la sustitucién del dcido glutdmico residual en la posicién 506 también dio lugar
a espectaculares disminucién de la unién de la IgE.

La secuencia significante homologa entre epitopos 4 y 17 y las proteinas de almacenamiento de las semillas de
otras plantas podrian explicar la presencia de anticuerpos de reaccién cruzada con otras leguminosas, lo que complica
el diagndstico. Para evaluar la prevalencia de las secuencias de aminoécidos, de epitopo 4 y 17 en las proteinas
de almacenamiento de semillas, la secuencia completa del amino 4dcido Ara h 1 fue utilizada por primera vez para
seleccionar todas las proteinas vegetales que compartian una secuencia homologa con el vicilin de cacahuete. Habia
93 entradas seleccionadas en esta base, en representacion de secuencias de aminoécidos depositadas en la base de
datos de proteinas de una variedad de las proteinas de almacenamiento de semillas. La secuencia de aminoacidos
para el epitopo 17 estaba presente en muchas de estas proteinas con la secuencia idéntica que va desde 20-60%.
Curiosamente, incluso en aquellas proteinas con sé6lo el 20% de identidad de tirosina en la posicién 500 y el residuo
de 4cido glutdmico en la posicién 506, casi siempre se conservada (Cuadro 8). La secuencia de aminodcidos para el
epitopo 4 estaba presente en un menor nimero de estas proteinas con la identidad de secuencia entre 20-30%. En
todos los casos, al menos, uno de los aminodcidos en las posiciones 91-96 eran diferentes de los vicilin de cacahuete
(Cuadro 8).

Discusién
El desarrollo de una respuesta de IgE a un alérgeno implica una serie de interacciones entre las células T y B las
células. Las células B teniendo un antigeno adecuado receptor interactian con la proliferaciéon de T células alergéni-

cas especificas las cuales lidera un cambio de isotipo y la generacion de antigenos especificos IgE. El antigeno IgE
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especifica se une a la superficie los receptores de los mastocitos, baséfilos, macréfagos y otras CPA permite al sistema
inmunitario para responder a la siguiente encuentro con el antigeno especifico (epitopo de células B). Debido a que
el antigeno especifico IgE juega un papel critico en la etiologia de las enfermedades alérgicas, la determinacién de
alérgenos especificos, el epitopo IgE de unién es un importante primer paso hacia una mejor comprension de este
complejo proceso de la enfermedad.

Las vicilinas son proteinas de almacenamiento de semillas en la mayoria de las plantas superiores (11). Una com-
paracién de las secuencias de los aminoécidos vicilin de diferentes fuentes vegetales revela que existe una considerable
homologia de secuencia entre los dos tercios carboxilo de todas estas moléculas. La principal diferencia entre las vi-
cilinas se encuentra en el extremo amino terminal de estas de proteinas donde una parte de la secuencia detecta (11).
En los estudios de comparacion de las secuencias (9) con otras leguminosas, el vicilin de cacahuete, Ara h I se ajusta
a esta regla general con la mayor similitud siendo encontrada en el carboxilo las dos terceras partes de esta molécula.

En el presente estudio hemos determinado que hay varios sitios antigénicos previstos para el alérgeno Ara h I. En
general, como se ha encontrado con otros alérgenos (12,13), hubo un buen acuerdo entre los residuos predicho por el
analisis informadtico y las células B epitopos determinadas por el andlisis experimental de los péptidos superpuestos.
Esta fuerte correlacion entre los previstos y determinados epitopos se debe probablemente a la capacidad del modelo
de computadora para predecir qué regiones de la molécula estdn expuestos en la superficie del alérgeno, haciéndolas
accesibles a las interacciones de inmunoglobulina. Hay por lo menos 23 diferentes sitios de reconocimiento de IgE en
los principales alérgenos de mani Ara h I. Estos sitios se distribuyen en toda la proteina. La identificacion de epitopos
multiples en un dnico alérgeno no es nueva. Los alérgenos de leche de vaca (14), bacalao (15), avellanas, (16), soja
(17) y camarones (18), han demostrado que contienen multiples epitopos de unién de la IgE. La observacion de que la
mayoria de estas proteinas tienen multiples sitios de unién de IgE probablemente refleja la naturaleza policlonal de la
respuesta inmune a ellos y puede ser un paso necesario en el establecimiento de una proteina como un alérgeno.

La elucidacién de la unién principal epitopos IgE en Ara h también nos puede permitir comprender mejor los
mecanismos inmunopatogenicos que participan en la hipersensibilidad de cacahuete. Resultados recientes sugieren
que existe un uso preferencial de cadena pesada variable en la sintesis de IgE y un cambio directo de la produccién
de IgM a la sintesis de IgE (19). Esto sugiere que los epitopos responsables del antigeno especifico de la produccién
de anticuerpos IgE pueden diferir de los que promueven los antigenos especificos anticuerpos IgG. La inmunoterapia
logra que la utilizacién de los péptidos que representan epitopos IgG puede ser capaz de cambiar el equilibrio de
antigeno especifico de la produccion de anticuerpos IgE frente a la IgG. En estos momentos estamos identificando
cual de la unién de los epitopos IgE también se unen los IgG para determinar si esto seria una estrategia viable para
los pacientes con hipersensibilidad al cacahuete.

Dos de los péptidos Ara h I parecen ser etipopos IgE inmunodominantes vinculantes que son reconocidos por >
90% de los sueros de los pacientes a prueba. Curiosamente, el epitopo 17 que se encuentra en el extremo carboxilo de
la proteina (AA 498-507), se encuentra en una regién que comparte una secuencia homologa significativa con vicilinas
de otras leguminosas. Los aminodcidos importantes para unién de la IgE también parecen estar conservados en esta
regioén y puede explicar la posible reaccién de anticuerpos a otras leguminosas que se pueden encontrar en el suero
de pacientes con un DBPCFC positiva a los cacahuetes. El epitopo 4, ubicado en la porcién terminal amino (AA 89-
98) de la proteina, parece ser Unico para este vicilina de cacahuete y no comparte la secuencia homologa importante
con vicilinas de otras leguminosas. Ademds, los aminodcidos importantes de IgE en esta region, no se conservan.
Estos resultados nos permiten desarrollar herramientas de diagndstico mds sensibles y especificas y llevar el disefio de
nuevos agentes terapéuticos para modificar la respuesta alérgica a los cacahuetes.

La tnica opcidn terapéutica disponible en la actualidad para la prevencion de una reaccion de hipersensibilidad a
los alimentos es evitar la ingestién de alimentos. Lamentablemente, para un alimento repartido en todas partes como
es el cacahuete, la posibilidad de una ingestién inadvertida es grande. Una opcién terapéutica que se emplea amplia-
mente para los pacientes con reacciones alérgicas a aeroalérgenos y venenos de diversas picaduras de insecto es la
inmunoterapia de desensibilizaciéon. La inmunoterapia alergénica consiste en inyecciones de cantidades crecientes de
los alérgenos a los que un paciente tiene hipersensibilidad inmediata de tipo I (20,21). Los alérgenos son generalmente,
para la inmunoterapia, extraidas de fuentes naturales y representan una mezcla de varias proteinas diferentes, a muchas
de las cuales el paciente no es alérgico. Estos no componentes no-alergénicos pueden inducir una respuesta IgE en
pacientes hiposensibilizados (22) lo que complica su uso como una herramienta terapéutica. Una de las importantes
mejoras en la inmunoterapia con alérgenos ha sido el uso de extractos alergénicos estandarizados que ha sido posible
gracias a la utilizacién de alérgenos recombinantes (23,24). Mientras que el mecanismo absoluto de la inmunoterapia
es desconocido, un aumento de la actividad de los anticuerpos IgG o IgG4, una disminucién de los niveles de los
alérgenos-especificos y una disminucién en la actividad de los baséfilos han sido implicadas (25-28) en la medida de
esta respuesta. Debido a que la inmunoterapia con alérgenos se ha demostrado eficaz para el tratamiento de algunas
alergias, el tratamiento de inmunoterapia con cacahuete esta siendo estudiado como una posible opcién (29). Nuestro
trabajo muestra los epitopos IgE de un importante alérgeno de cacahuete que pueden permitir el uso de epitopos inmu-
nodominantes en este enfoque. Una posible ventaja de utilizar péptidos sobre todo con el alérgeno es la reduccién de
peligro de anafilaxia. La degranulacién de los mastocitos requiere que el entrecruzamiento de los anticuerpos tipo IIE
de alta afinidad a los receptores de FceR I (30). Los péptidos que contienen epitopos simples IgE serfan incapaces de
unirse a mas de un anticuerpo IgE y por lo tanto incapaz de enlace cruzado la IgE. Actualmente estamos explorarndo
esta posibilidad en estudios in vitro y en modelos in vivo.

12



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2344 034 T3

Referencias

1. Jansen J.J., A.FM. Kardinaal, G. Huijber, B.J. Vleig-Boerstra, B.P. Martens, and T. Ockhuizen. 1994.
Prevalence of food allergy and intolerance in the adult Dutch population. J. Allergy Clin. Immunol. 93:446-456.

2. Sampson H.A. 1988. The role of food allergy and mediator release in atopic dermatitis. J. Allergy Clin. Immunol.
81:635-645.

3. Bock S.A., and EM. Atkins. 1989. The natural history of peanut allergy. J. Allergy Clin. Immunol. 83:900-904.

4. Sampson H.A., I. Mendelson, and J.P. Rosen. 1992. Fatal and near-fatal anaphylactic reactions to food in
children and adolescents. N. Engl. J. Med. 327:380-384.

5. Yunginger, J.W., K.G. Sweeney, W.Q. Sturner, L.A. Giannandrea, J.D. Teigland, M. Bray, P.A. Benson,
J.A. York, L. Biedrzycki, D.L. Squillace, ez al. 1988. Fatal food-induced anaphylaxis. JAMA, 260:1450-1452.

6. Bernhisel-Broadbent, J., S. Taylor, and H.A. Sampson. 1989. Cross-allergenicity in the legume botanical
family in children with food hypersensitivity. II. Laboratory correlates J. Allergy Clin. Immunol. 84: 701-709.

7. Taylor, S.L., W.W. Busse, M.I. Sachs, J.L. Parker, and J.W. Yunginger. 1981. Peanut oil is not allergenic to
peanut sensitive individuals. J. Allergy Clin. Immunol. 68:372-375.

8. Burks A.W., L.W. Williams, R.M. Helm, C. Connaughton, G. Cockrell, T. O’Brien. 1991. Identification
of a major peanut allergen Ara h I, in patients with atopic dermatitis and positive peanut challenge. J. Allergy Clin.
Immunol. 88:172-179.

9. Burks A.W., G. Cockrell, J.S. Stanley, R.M. Helm, G.A. Bannon. 1995. Recombinant peanut allergen Ara h I
expression and IgE binding in patients with peanut hypersensitivity. J. Clin. Invest. 96:17151721.

10. Jameson, B.A, and H. Wolf. 1988. The antigenic index: a novel algorithm for predicting antigenic determi-
nants. Comput. Appl. Biosci. 4:181-186.

11. Gibbs, P.E., K.B. Strongin, and A. McPherson. 1989. Evolution of legume seed storage proteins a domain
common to legumins and vicilins is duplicated in vicilins. Mol. Biol. Evol. 6:614-623.

12. Van Kampen, V., WM. Becker, Z. Chen, H.P. Rihs, G. Mazur, M. Raulf, V. Liebers, S. Isringhausen-Bley,
and X. Baur. 1994. Analysis of B-cell epitopes in the N-terminal region of Chi t I component III using monoclonal
antibodies. Molecular Immunol., 31:1133-1140.

13. Breiteneder, H., F. Ferreira, A. Reikerstorfer, M. Duchene, R. Valenta, K. Hoffman-Sommergruber, C.
Ebner, M. Breitenbach, D. Kraft, O. Scheiner. 1992. Complementary DNA cloning and expression in Escherichia
coli of Aln g I, the major allergen in pollen of alder (Alnus glutinosa). J. Allergy Clin. Immunol., 90: 909-917.

14. Ball G., M.J. Shelton, B.J. Walsh, D.J. Hill, C.S. Hosking, and M.E. Howden. 1994. A major continuous
allergenic epitope of bovine bata-lactoglobulin recognized by human IgE binding. Clinical and Experimental Allergy.
24:758-764.

15. Aas, K. and S. Elsayed. 1975. Physico-chemical properties and specific activity of a purified allergen (codfish).
Developments in Biological Standardization. 29:90-98.

16. Elsayed, S., E. Holen, and T. Dybendal. 1989. Synthetic allergenic epitopes from the aminoterminal regions
of the major allergens of hazel and birch pollen. Int’l. Archives of Allergy & Applied Immunology, 89:410-415.

17. Herian, A.M., S.L. Taylor, and R.K. Bush. 1990. Identific ation of soybean allergens by immunoblotting with
sera from soy-allergic adults. Int. Arch. Allergy Appl. Immunol., 92:193-198.

18. Shanti, K.N., B.M. Martin, S. Nagpal, D.D. Metcalf, and P.V. Rao. 1993. Identification of tropomyosin as
the major shrimp allergen and characterization of its IgE-binding epitopes. J. of Immunology. 151:5354-5363.

19. Van der Stoep, N., W. Korver, and T. Logtenberg. 1994. In vivo and in vitro IgE isotype switching in human B
Iymphocytes: evidence for a predominantly direct IgM to IgE class switch program. European J. of Immunol., 24:1307-
1311.

20. Reisman, R.E. 1994. Fifteen years of hymenoptera venom immunotherapy:changing concepts and lessons.
Allergy Proceedings, 15:61-63.

21. Fitzsimons, T., and L.C. Grammer. 1990. Immunotherapy-definition and mechanism. Allergy Proc., 11:156.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2344 034 T3

22. Birkner, T., H. Rumpold, E. Jarolim, H. Ebner, M. Breitenbach, O. Scheiner, and D. Kraft. Evaluation of
immunotherapy-induced changes in specific IgE, IgG, and IgG-subclasses in birch pollen allergic patients by means
of immunoblotting. Correlation with clinical response. Allergy, 45:418-426.

23. Scheiner, O. 1992. Recombinant allergens: biological, immunological and practical aspects. Int Arch Allergy
Immunol., 98:93-96.

24. Gordon, B.R., 1995. Future immunotherapy: what lies ahead Otolaryngol Head Neck Surg., 113:603-605.

25. Sparholt, S.H., O.T. Olsen, and C. Schou. 1992. The allergen specific B-cell response during immunotherapy.
Clinical and Experimental Allergy, 22:648-653.

26. Gieni, R. S., X. Yang, and K.T. Hayglass. 1993. Allergen-specific modulation of cytokine synthesis patterns
and IgE responses in vivo with chemically modified allergen. The Journal of Immunol., 150:302-310.

27. Secrist, H., C.J. Chelen, Y. Wen, J.D. Marshall, and D.T. Umetsu. 1993. Allergen immunotherapy decreases
interleukin 4 production in CD4+ T cells from allergic individuals. J. Exp. Med., 178: 2123-2130.

28. Garcia, N.M., N.R. Lynch, M.C. Di Prisco, and R.I. Lopez. 1995. Nonspecific changes in immunotherapy
with house dust extract. J Invest. Allergol. Clin. Immunol., 5: 18-24.

29. Oppenheimer, J.J., H.S. Nelson, S.A. Bock, F. Christensen, and D.Y. Leung. 1992. Treatment of peanut
allergy with rush immunotherapy. J. Allergy Clin. Immunol., 90:151-152.

30. Fung-Leung, W.P.,, J. DeSousa-Hitzler, A. Ishaque, L. Zhou, J. Pang, K. Ngo, J.A. Panakos, E. Chour-
mouzis, F.T. Liu, and C.Y. Lau. 1996. Transgenic mice expressing the human high-affinity immunoglobulin (Ig)
E receptor alpha chain respond to human IgE in mast cell degranulation and in allergic reactions. J. of Exp. Med.,
183:49-56.

Agradecimientos
Leyendas de las figuras

Figura 1. Hay varios sitios predichos antigénicos prevista en el alérgeno Ara h I. La secuencia de aminodcidos de la
proteina Ara h I fue analizada para posibles sitios antigénicos del algoritmo Jameson y Wolf (1988). Estas predicciones
se basan en un modelo que relaciona la antigenicidad y la hidrofilicidad, la estructura secundaria, la flexibilidad, y la
superficie probabilidad. Hubo 11 (1-11) regiones predichas que contenian varios sitios antigénicos (octégonos) a lo
largo de todo la de longitud de la molécula. Los residuos de aminoécidos (pequefias cantidades) son representados
como alfa-helicoidal (curva sinusoidal), Betasheet (ver los dientes de sierra), y la bobina (curva sinusoidal plana)
conformaciones. Beta se convierte denotada por las inversiones de la cadena.

Figura 2. Muiltiples regiones IgE identificadas en el alérgeno Ara h 1. Fig. 2A; superior del panel: el mapeo del
epitopo se realizé en el alérgeno Ara h I mediante la sintesis de la proteina completa en 15 aminodcidos de largo
superposicién de péptidos que se compensaron entre si por 8 aminodcidos. Estos péptidos fueron probados con un
grupo de IgE en suero de 15 pacientes con hipersensibilidad de cacahuete documentados. La posicién de los péptidos
de la proteina Ara h I fueron indicadas en la parte izquierda de este panel. Fig. 2B Bajo Control: La secuencia de
aminodcidos de la proteina Ara h I se muestra en el panel inferior. Los niimeros corresponden a las cajas regiones
antigénicas predichas (P1-P11). El tramado de cajas (D1-D12) corresponden a las regiones de unién de la IgE que se
muestra en la Figura 2A.

Figura 3. Niicleos de epitopos IgE identificados en el alérgeno Ara h I. Panel A: el mapeo completo del epitopo
se realizé en las regiones de unién de IgE identificado en la figura. 2 de la sintesis de 10 aminoacidos péptidos a lo
largo del desplazamiento de cada uno de otros dos aminodcidos. Estos péptidos fueron probados con un grupo de
IgE en suero de 15 pacientes con documentada hipersensibilidad de cacahuete. Los datos mostrados representan las
regiones D2 y una parte de D3 que abarca de los residuos de aminoédcidos 82-133. Los nimeros correspondientes
a los péptidos se muestra en Tabla 6. Grupo B: La secuencia de aminodcidos (residuos 82-133) de Ara h I, que fue
probado en el Panel A es mostrada. Las dreas sombreadas de los cuadros corresponden a péptidos de unién de IgE en el
Panel A.

Figura 4. Epitopos Ara h I comiinmente reconocidos. Los nucleos de los epitopos IgE fueron sintetizados (10
aminodcidos dcidos de largo) y luego fueron probados individualmente con la IgE en suero de 10 pacientes con
hipersensibilidad de cacahuete documentada. El panel superior representa el lugar donde cada uno de los péptidos Ara
h I (1-23) fueron colocados en la membrana. Los paneles A-J muestran los péptidos que son unidos al suero de IgE de
los pacientes con hipersensibilidad de cacahuete. El panel de control fue probado con sueros de un paciente con IgE
elevada, pero que no tiene hipersensibilidad de cacahuete.
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Figura 5. Aminodcidos involucrados en la union de la IgE. Los epitopos 4 y 17 fueron sintetizados con una glicina
(G) o alanina (A) sustituido por uno de los aminoécidos en cada uno de estos péptidos y luego se probd con un grupo
de IgE en suero de 15 pacientes con hipersensibilidad de cacahuete documentado. Las cartas en la parte superior de
cada panel indica el cédigo de letras del amino 4cido para el residuo normalmente en esa posicién y el aminodcido
que fue sustituido por ello. Los nimeros indicar la posicion de cada residuo en el Ara h I de la proteina.

TABLA 6
Epitopos Ara h I IgE vinculantes

Péptido Secuencia AA  Posicion Arah 1
1 AKSSPYQKKT 25-34

2  QEPDDLKQKA 4857
3 LEYDPRLVYD 6574
4 GERTRGRQPG  89-98
5 PGDYDDDRRQ  97-105
6 PRREEGGRWG 107-116
7 REREEDWRQP  123-132
8 [EDWRRPSHQQ 134-143
9  QPRKIRPEGR  143-152
10 TPGQFEDFFP  294-303
11 SYLQEFSRNT  311-320
12 FNAEFNEIRR  325-334
13 EQEERGQRRW 344353
14 DITNPINLRE  393-402
15 NNFGKLFEVK ~ 409-418
16 GTGNLELVAV  461-470
17 RRYTARLKEG  498-507
18 ELHLLGFGIN  525-534
19 HRIFLAGDKD  539-548
20 IDQIEKQAKD  551-560
21 KDLAFPGSGE  559-568
22 KESHFVSARP 578587
23 PEKESPEKED  597-606

Las partes subrayadas de cada péptido son las mds pequefias secuencias de unién de la IgE, determinado por el
andlisis de tal como se describe en la figura. 3.
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TABLA 7

IgE de union de niicleos de epitopos Ara h I mediante suero de individuos hipersensibles al cacahuete

Epitopos /

1 2345678931031 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 Paciente
A X X X X X X 6
B XX XX X X 6
¢ XXXXXX X X X X X X 12
D X X X X X X 6
E X X XXX X X X X X X 11
P X X X X 4
G XXX X X X 6
H X X X 3
I X X X ¥X X X X 8
X X X X X X X i

4539410342 1 3 3 1 3 1102 1 4 1 3 1 Pacnt/Epitopos

Los pacientes estdn indicados en letras (A-J) a la derecha de la tabla. Los péptidos Ara h I estdn indicados en
nidmeros (1-23) a lo largo de la tabla. El nimero de epitopos reconocidos por cada paciente (epitopos/paciente) se
muestra en la parte derecha de la tabla. El nimero de pacientes que reconocieron cada epitopo (pacientes/epitopos) es
mostrado en la parte superior de la tabla. Una X indica que un péptido vincula a IgE.
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TABLA 8
Comparacion de aminodcidos de epitopos 4y 17 Ara h I con regiones similares en las proteinas de almacenamiento
de semillas
EPITOPO 4 EPITOPO 17

Arahl GERTRGRQPG ArahlI RRYTARLKEG
Soja FPRPQPRQEE Soja RKYRAELSEQ
Cacao -EQCEQRCER Haba Blanca RRYAATLSEG
Guisante EEHEEEKQKY Guisante QRYEARLADG
Maiz WEDDNHHHHH Haba QNYKAKLSPG
Los péptidos que representan a los epitopos 4 y 17 Ara h I se compararon con regiones
similares de otras proteinas de almacenamiento de semillas. Los residuos de aminoacidos
importantes para unién de la IgE se indican como letras en negrita subrayadas. Aquellos
aminoécidos que son idénticos a la secuencia de Ara h I estan subrayados.
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El principal alérgeno de cacahuete Ara h 2 es una semilla de almacenamiento de proteinas con miiltiples epitopos
de union de IgE

Introduccion

Las reacciones de hipersensibilidad inmediata a los alimentos se producen en aproximadamente el 4% de los nifios
y el 1% de los adultos y estdn mediadas por la produccién de anticuerpos IgE frente a las glicoproteinas que son
abundantes en los alimentos. Los cacahuetes son uno de los principales causantes de graves reacciones alérgicas en
nifios y adultos. La hipersensibilidad a los cacahuetes, a menudo comienza en la infancia y contintia durante toda la
vida. Esto estd en contraste con otras alergias a los alimentos infantiles, como la leche y los huevos que, en general se
resuelven espontdneamente con la edad. Ademads, la alergia al cacahuete es mas probable que cause anafilaxia fatal que
cualquier otro alimento alergénico. En la actualidad, el evitar la ingesta de alimentos es el inico medio eficaz de hacer
frente a la alergia alimentaria, pero el uso de cacahuetes y productos secundarios de cacahuete como suplementos en
muchos alimentos diferentes hace que el consumo accidental casi inevitable. De ahi, la prevalencia y la naturaleza
crénica de la alergia al cacahuete, la posible gravedad de la reaccién alérgica, y el uso generalizado del cacahuete en
los alimentos de consumo por lo que exige mejorar los métodos de gestidn de hipersensibilidad de cacahuete.

Las reacciones de hipersensibilidad alimentaria se presentan poco después del contacto de un alérgeno especifico
con sus correspondientes anticuerpos IgE que estdn vinculados a las células mastociticas. El entrecruzamiento del
alérgeno-especifico IgE con el alérgeno respectivo activa de los mastocitos para la liberacién de histamina, heparina y
otros mediadores responsables de los sintomas clinicos observados. Asi, los epitopos IgE vinculantes de los alérgenos
juegan un papel importante en el proceso de la enfermedad. Su caracterizacidn proporcionard una mejor comprension
de la respuesta inmune humano involucrado en las reacciones de hipersensibilidad a los alimentos. Si mejorara el
diagnéstico y las capacidades terapéuticas se desarrollaria una importante determinacion de la estructura primaria de
los principales alérgenos, los sitios de unién de la IgE de estos alérgenos, y la frecuencia de reconocimiento de los
epitopos unién de la IgE que se identifican.

Varios estudios han demostrado que la parte mas alergénica del cacahuete es la fraccion de proteinas del cotiledén.
Dos glicoproteinas muy abundantes en el cotiledén son los alérgenos de cacahuete, Arah 1 y Ara h 2. Estas proteinas
son reconocidas por el suero IgE en > 90% de los pacientes sensibles al cacahuete, estableciendose asi como los alér-
genos importantes. La mayoria de reconocimiento de los alérgenos Arah 1 y h Ara 2 de la IgE en suero parece deberse
a epitopos dentro de estas proteinas que son secuencias lineales de aminodcidos que no contienen cantidades signifi-
cativas de hidratos de carbono. El gen que codifica el Ara h 1 alergénico ha sido clonado, secuenciado, e identificado
como una proteina de almacenamiento de semillas pertenecientes a la familia de proteinas vicilin de almacenamiento
de las leguminosas.

El alérgeno importante de cacahuete, Ara h 2, ha sido clonado y la secuencia de nucleétidos determinada. La
secuencia de aminodcidos derivada se ha utilizado para la construccién de péptidos sintéticos y realiza un examen
detallado de los epitopos lineales de unién de la IgE de esta proteina.

Procedimiento experimental

Pacientes. Del suero de 15 pacientes con hipersensibilidad de cacahuete documentada (edad media de 25 afios)
se utiliz6 para identificar los alérgenos de cacahuete. Cada uno de estos individuos tenfan un ensayo intradérmico in-
mediato positivo al cacahuete y bien una amenaza alimentaria doble-ciego, placebo controlado, positiva o un historial
convincente de la anafilaxia de cacahuete (edema laringeo, grave sibilancias y/o hipotensién). Los detalles del proce-
dimiento de agresion y la interpretacion han sido discutidos previamente. Una persona con niveles elevados de IgE en
suero (que no tienen la IgE especifica de cacahuete o hipersensibilidad de cacahuete), fue utilizada como control en
estos estudios. Al menos cinco ml de sangre venosa se obtuvieron de cada paciente y se dejé coagular, y se recogi6 el
suero. Todos los estudios fueron aprobados por el Comité de Uso Humano Consultiva de la Universidad de Arkansas
para Ciencias Médicas.

Aislamiento y andlisis de la secuencia de aminodcidos de alérgeno de cacahuete Ara h 2. El Ara h 2 se purificé
cerca de la homogeneidad a partir de la totalidad de extractos de cacahuete, conforme a los métodos de Burks et al.
El Ara h 2 purificada fue electroforesizada al 12,5% de acrilamida mini-geles (Bio-Rad. Hércules, CA) en buffer Tris
glicina. Los geles se tifieron con 0,1% de Coomassie azul en el 10% de 4cido acético, metanol al 50% y 40% de agua
durante 3 horas sin dejar de agitar. Fracciones de gel que contiene Ara h II fueron enviados a la W.M. Keck Foundation
(Laboratorio de Biotecnologia de Recursos, Universidad de Yale, New Haven CT) para la secuencia de aminoécido.
La secuencia de aminodcidos de la intacta Ara h 2 y péptidos tripticos de esta proteina se llevé a cabo en un Applied
Biosystems con un secuenciador on-line HPLC columna que se eluye con concentraciones crecientes de acetonitrilo.

Aislamiento de ARN de cacahuete y geles (ARN) Northern. De tres lotes comerciales de la cosecha de 1979, de
especies de grado medio de cacahuete, Arachis hypogaea (Florunner) se obtuvieron de la Universidad Estatal de
Carolina del Norte para este estudio. La totalidad de ARN fue aislado de un gramo de este material de acuerdo a los
procedimientos descritos por Larsen. Poly A + ARN fue aislado, utilizando un kit de purificaciéon suministrado por
la investigacién en colaboracion (Bedford MA) segtin las instrucciones de fabricacién. Poly A + ARN fue sometido
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a electroforesis en 1,2% de formaldehido de geles de agarosa, transferidos a la nitrocelulosa, e hibridazo con 32P-
etiquetadas con sondas marcadas de acuerdo a los métodos de Bannon et al.

Andlisis por ordenador de la secuencia Ara h Il. El andlisis de la secuencia del gen Ara h 2 se realizé en la
Universidad de de Arkansas para las Ciencias Médicas de equipo Vax utilizando el paquete de software de andlisis de
ADN de Wisconsin. Los epitopos Ara h 2 predichos se basan en un algoritmo desarrollado por Jameson y Wolf (1988)
que relaciona la antigenicidad con hidrofilidad, estructura secundaria, flexibilidad, y probabilidad de superficie.

Construccion y cribado de biblioteca de expresion de ADNc. El cacahuete poly A + ARN fue utilizado para
sintetizar la doble cadena de ADNc de acuerdo con los métodos de Watson y Jackson y Huynh ef al. E1 ADNc fue
tratado con EcoRI metilasa y luego ligado con EcoRI y enlazadores Xhol. El ADN fue ligado con EcoRI corte Xhol,
brazos fago Lambda ZAP XR tratados con fosfatasa (Stratagene, La Jolla, CA) e in vitro envasados. La biblioteca fue
del 95% recombinante para llevar a tamafios de plaquita > 400 pb. La biblioteca se selecciona mediante un grupo de
anticuerpos IgE, que consiste en un volumen igual de suero de cada paciente con hipersensibilidad de cacahuete. La
deteccion del anticuerpo primario fue marcada con I'* anti-IgE de anticuerpos de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Sanofi, Chaska, MN).

Amplificacion por PCR de la secuencia ARNm de Ara h 2. Utilizando los oligonucleétidos CA (AG) CA (AG)
TGGGA (AG) TT (AG) CA (AG), GG (N) GA (TC) AG derivadas de andlisis de la secuencia amino dcido del alérgeno
de cacahuete Ara h 2 como una imprimacién y de una imprimacion larga de 23 nucleétidos los cuales hibridiza al
vector Bluescript, el ADNc que codifica Ara h 2 fue amplificado a partir de los clones de IgE positivo. Las reacciones
se llevaron a cabo en un tampdn que contiene 3 mM de MgCl,, 500 mM de KCI, 100 mM Tris-HCI, pH 9,0. Cada
ciclo de la reaccién en cadena de la polimerasa consistié en 1 min a 94°C, seguido de 2 min a 42°C, y tres minutos a
72°C. Treinta ciclos fueron realizados con ambos cebadores presentes en todos los ciclos. De esta reaccion, un clon
lleva un inserto de aproximadamente 700 bp fue identificado.

ADN secuencial y andlisis. La secuenciaciéon de ADN se realiz6 de acuerdo a los métodos de Sanger ef al y
utilizando ya sea iniciadores de oligonucleétidos etiquetados en el extremo **P o en un secuenciador automadtico de
ADN modelo ABI 377 mediante nucleé6tidos fluorescentes marcados. La mayoria de las dreas de la clonacién fueron
secuenciadas por lo menos dos veces y en algunos casos, en ambas direcciones para garantizar una secuencia de
nucledtidos que precisa para el gen Ara h 2.

Sintesis de péptido. Los péptidos individuales fueron sintetizados en una membrana de celulosa derivatizada utili-
zando Fmoc amino ésteres de dcido activo de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Genosys Biotechnologies,
Woodlands, TX). Acidos derivados de Fmocamino se disuelve en 1-metil-2 pirrolidona y carga en los puntos marca-
dos en la membrana. Las reacciones de acoplamiento fueron seguidas por acetilaciéon con una solucién de 4% (v/v)
de anhidrido acético en N, N-dimetilformamida (DMF). Después de acetilacidn, los grupos Fmoc fueron retirados por
incubacién de la membrana en un 20% (v/v) piperdina en DMF. La membrana se tifie con azul de bromofenol para
identificar la ubicacién de los grupos amino libres. Los ciclos de acoplamiento, de bloqueo, y la desproteccion se repite
hasta que la longitud de los péptidos es deseada para ser sintetizados. Después de la adicién de los tltimos aminoéci-
dos en el péptido, las cadenas laterales de los aminodcidos fueron desprotegidas utilizando una solucién que contiene
una mezcla de 1/1/0.5 de diclorometano/acido trifluoroacético/triisobutilsilano. Las membranas fueron investigadas
inmediatamente o almacenadas a 20°C hasta que se necesiten.

Ensayo de union de la IgE. Las membranas de celulosa que contienen péptidos sintetizados se lavaron con solucién
salina Tris-buffered (TBS) y se incubaron con solucién de bloqueo durante la noche a temperatura ambiente. Después
de bloqueo, las membranas fueron incubadas con suero de pacientes con hipersensibilidad de cacahuete diluida (1:5)
en una solucién de TBS y 1% de albimina de suero bovin o durante al menos 12 horas a 4°C o 2 horas a temperatura
ambiente. La deteccién del anticuerpo primario fue con anticuerpos antilgE etiquetados '*1 (Sanofi, Chaska, MN).

Resultados

Aislamiento y la determinacion de la secuencia parcial de amino dcido de la proteina Ara h 2. El extremo amino
terminal de la proteina Ara h 2 purificada, o los péptidos resultantes de la digestién de tripsina de esta proteina, se
utilizaron para la determinacién de la secuencia de aminodcidos. Es posible determinar los primeros 17 residuos de
péptido I y los primeros 13 residuos del péptido II del péptido mas importante de cada fraccién. La secuencia de
aminodcidos que representa el extremo amino de la proteina Ara h 2 (péptido I) y un fragmento de péptido triptico
(péptido II) se observa en la Tabla 9. Estos resultados confirman y amplian el anterior andlisis de la secuencia amino
dcido de la proteina Ara h 2.

Identificacion y caracterizacion de clones que codifican alérgeno de cacahuete Ara h 2. E1 ARN aislado de las
especies de cacahuete, Arachis hypogaea (Florunner) se utiliz6 para construir una biblioteca de expresion para detec-
cién con IgE de suero de pacientes con hipersensibilidad de cacahuete. Numerosos clones de unién de la IgE fueron
aislados de esta biblioteca después del examen 106 clones con la IgE en suero de un grupo de pacientes con reactividad
mayor a los alérgenos de cacahuete por transferencia Western. Dado que el nimero de placas que reaccionan con la
IgE en suero era demasiado grande para estudiar en detalle nosotros seleccionamos al azar una pequefia parte de los
clones positivos para su posterior andlisis.
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Para identificar cudl de los clones que codifican el alérgeno Ara h 2, una sonda de hibridacién fue construida
utilizando oligonucleétidos desarrollados a partir de la secuencia de aminodcidos Ara h 2 y la tecnologia de PCR. La
secuencia de oligonucleétidos CA (AG) CA (AG) TGGGA (AG) TT (AG) CA (AG), GG (N) GA (TC) AG derivada
del extremo amino terminal del alérgeno Ara h 2 de cacahuete (péptido I). Utilizando este oligonucleétido, un clon
ADNCc 700 ~ bp fue identificado. La secuencia de ADN revel6 que el clon seleccionado llevado a un inserto de base
741 el cual incluy6 a una base 21 de poli A la cola 'y una base de 240 3’ no daba la codificacién de la region. Este inserto
contiene un gran marco de lectura abierto a partir de un codén ACG y termina con un codén de parada TAA, en la
posicion de nucledtido 480 (fig. 6). El tamafio calculado de la proteina codificada por este marco de lectura abierta fue
de ~ 17,5 kD, que estd en buen acuerdo con el peso molecular de Ara h 2 que se ha determinado experimentalmente.
La secuencia de aminoacidos que se determina a partir del extremo amino terminal y un péptido triptico de Ara h 2
purificado (Cuadro 9) se encuentran en este clon. La region de codificacion adicional en el extremo amino terminal de
este clon representa probablemente una sefial de péptido que se escinde del alérgeno maduro Ara h 2.

Para determinar el tamafio d¢ ARNm de este clon identificado, el inserto etiquetado **P- fue utilizado como una
sonda de hibridacién de una transferencia Northern con poly de cacahuete(A) + ARN. El prospecto de este hibrido
a un -0.7-ARNm kb. Dado que el tamafio de la clonacién de insercién y el tamafio de los ARNm se encontraban en
buen acuerdo, acoplados ambos, tanto en el calculado y determinado tamafio de la proteina Ara h 2 y la identidad de
la secuencia de aminodcidos determinada con la que se determina a partir de la clonacién, llegamos a la conclusién de
que un clon especifico Ara h 2 clon habia sido aislado.

El alérgeno de cacahuete Ara h 2 es una proteina similar a una semilla de almacenamiento, conglutina. Una
bisqueda en la base de datos GenBank revel6 una importante homologia de secuencia amino 4cido entre la proteina
Ara h 2 y una clase de proteinas de almacenamiento de semillas llamadas conglutinas. Hubo ~ 32% de igualdad con
la proteina Ara h 2 y una conglutina delta de la semilla de altramuz. Estos resultados indican que el alérgeno Ara h 2
pertenece a una conglutina como la familia de proteinas de almacenamiento de semillas.

Muiltiples epitopos vinculante IgE para el Ara h 2 de la proteina. La secuencia de proteinas el Ara h 2 fue analizada
por potencial de epitopos antigénicos por algoritmos disefiados para determinar qué parte(s) de esta proteina podria
ser responsable para la unién del anticuerpo. Habia cuatro regiones antigénicas posibles para predecir en este analisis
a lo largo de toda la longitud de la molécula (Fig. 7).

Diecinueve péptidos que representan la secuencia de aminodcidos derivados de la proteina Ara h 2 fue sintetizada
para determinar si las regiones antigénicas predichas, o cualquier otras regiones, fueron reconocidas por la IgE en
suero. Cada péptido fue de 15 aminodcidos de largo y se vio compensado por el péptido anterior por ocho aminoécidos.
De esta manera, la largo de toda la proteina Ara h 2 podria ser estudiada en grandes fragmentos superpuestos. Estos
péptidos fueron probados con una mezcla de sueros de 12 pacientes con hipersensibilidad de cacahuete documentados
o suero de un paciente de control que no presenta hipersensibilidad de cacahuete. El suero de IgE del control del
paciente, no reconocié a ninguno de los péptidos sintetizados (datos no mostrados). En cambio, en la figura 8 muestra
que hay cinco regiones de union de la IgE a lo largo de toda la longitud de la proteina Ara h 2 que son reconocidas por
esta poblacién de pacientes con hipersensibilidad de cacahuete. Estas regiones de unién de la IgE fueron residuos de
aminodcido 17-38, 41-62, 57-78, 113-134 y 129-154.

A fin de determinar exactamente la secuencia de aminodcidos de los epitopos vinculantes IgE, pequefios péptidos
(10 aminodcidos largos compensado por dos aminodcidos), que representa la mayor unién de regiones vinculantes IgE
que fueron sintetizados. De esta manera fue posible identificar epitopos de unién de IgE individuales dentro de las
mayores regiones de unién de IgE de la molécula de Ara h 2 (Fig. 9). Los diez epitopes IgE que fueron identificados
de este modo se muestran en la Tabla 10. El tamaiio de los epitopos oscilé entre 6-10 aminodcidos de longitud. Tres
epitopos (aal7-26, aa23-32, AA29-38), que en parte se superponen entre si, fueron encontrados en la regién de los
residuos de aminodcidos 17-38. Dos epitopos (AA41-50, aa5160) fueron encontrados en region 41-62. Dos epitopos
(AA59-68, aa67-76) también se encontraron en la region de 57-78. Por tdltimo, tres epitopos (aall7-126, aal29-
138, aal45-154) se encontraron en regiones superpuestas representadas por los residuos de aminoédcidos 113-134 y
129-154. El sesenta y tres por ciento de los aminoacidos representados en los epitopos fueron polares o apolares sin
carga residuos. No hubo obvio motivo de la secuencia amino dcido que fue compartida por todos los epitopos, con la
excepcion de los epitopos 6 y 7, los cuales contenian la secuencia DPYSPS.

En un esfuerzo para determinar cual, si en su caso, de los diez epitopos fueron reconocidos por la mayoria de los
pacientes con hipersensibilidad de cacahuete en cada serie de diez péptidos probados individualmente con el suero de
IgE de 10 pacientes diferentes. Cinco los pacientes fueron seleccionados al azar entre el grupo de 12 pacientes para
identificar los epitopos comunes y cinco pacientes fueron seleccionados de fuera de este grupo. Una immunotransfe-
rencia que contiene estos péptidos fue incubada con el suero del paciente de una persona. El resto de los pacientes
fueron evaluados en la misma forma y la intensidad de la unién de la IgE a cada punto se determiné en funcién de
que la IgE total del paciente vinculante para estos diez epitopos (Fig. 10) Todos los sueros de los pacientes prueba
(10/10) reconoce epitopos mdltiples (Cuadro 11). El niimero promedio de los epitopos reconocidos era de 4-5/pacien-
tes que van desde dos sueros que reconocen sélo 3 epitopos y un suero de paciente que reconoce hasta 7 epitopos.
Curiosamente, epitopos de 3, 6, y 7 fueron reconocidos por todos los pacientes examinados (10/10). Ningtn epitopo
fue reconocido por méas del 50% de los pacientes a prueba.
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Discusion

Los cacahuetes son unos de los alérgenos alimentarios mas comunes en nifios y adultos. Ademds, la hipersensibi-
lidad de cacahuete es menos probable que se resuelva espontdneamente y es mds probable que resulte en la anafilaxia
fatal. Debido a la importancia de la reaccién alérgica y el uso cada vez mayor de cacahuete como extensores de
proteinas en los alimentos procesados, el riesgo para la sensibilidad de cacahuete individual es cada vez mayor.

Varios estudios en los ultimos afios han examinado la naturaleza y la localizacién de los alérgenos mudltiples en
cacahuetes. Taylor et al. demostrd que la parte alergénica de cacahuete estaba en la porcidn de proteina del cotiledon.
Nuestro laboratorio recientemente identificé dos alérgenos principales de los extractos de cacahuete, designado Ara h
1y Ara h 2. Més del 90% de nuestros pacientes que fueron positivo a la agresion de cacahuete, tenfa un IgE especifica
a estas proteinas. El alérgeno Ara h 1 ha sido identificado como una proteina de almacenamiento de semillas con
una homologfa significativa con la vicilinas, una familia de proteinas cominmente encontrada en muchas plantas
superiores. La secuencia de nucledtidos identificadas de Ara h 2 en este informe tiene una homologia de secuencia
significativa con otra clase de semillas de almacenamiento llamadas proteinas conglutinas. Es interesante observar que
dos de los principales alérgenos de cacahuete identificados hasta el momento son las proteinas de almacenamiento de
semillas que tienen una homologia de secuencia significativa con las proteinas de otras plantas. Esto puede explicar
la reaccién cruzada con anticuerpos de otras leguminosas que se encuentran en el suero de pacientes que manifiestan
sintomas clinicos a un solo miembro de la familia de las leguminosas.

En el presente estudio hemos determinado que hay varios sitios antigénicos predichos para el alérgeno Ara h 2.
Como se ha encontrado otro alérgeno de cacahuete Ara h 1, y otros alérgenos en general, hubo un buen acuerdo entre
los residuos previstos por ordenador y andlisis de epitopos células B determinado por el andlisis experimental de los
péptidos superpuestos. Esta fuerte correlacion entre los epitopos predichos y determinados se debe probablemente a
la capacidad del modelo de computadora para predecir qué regiones de la molécula son accesibles a las interacciones
de las inmunoglobulinas. De hecho, modelos 3 - D estructurales de la proteina Ara h 1 indican que la mayoria de los
péptidos identificados por modelos de computadora y de andlisis experimental como epitopos IgE se encuentran en la
superficie de la molécula (observacién no publicada).

Hay por lo menos 10 IgE sitios de reconocidos distribuidos en todo el alérgeno principal de cacahuete Ara h 2.
La identificacién de epitopos mdltiples en un tnico alérgeno no es nueva, hay informes de que multiples epitopos IgE
vinculantes sobre los alérgenos de muchos alimentos causan reacciones de hipersensibilidad inmediata. La observacién
de que la mayoria de estas proteinas tienen multiples sitios de unién de IgE, probablemente refleja el caracter policlonal
de la respuesta inmune a ellos y puede ser un paso necesario en el establecimiento de una proteina como un alérgeno.

La evidencia reciente sugiere que existe una variable de uso preferente de la cadena pesada de la sintesis de
IgE y un mecanismo directo de la produccion de IgM a la sintesis de IgE. Esto sugeriria que epitopos responsables
de la produccién de antigeno-especifico de IgE podrian ser diferentes de los que promueven el antigeno-especifico
anticuerpo IgG y que puede haber alguna estructura similar entre los péptidos para la obtencién de la produccién
de anticuerpos IgE. Sin embargo, no habia motivo de secuencia evidente que era compartida por la IgE de los 23
diferentes epitopos de unién del alérgeno Ara h 1 de cacahuete. En el presente estudio, dos epitopos comparten un
péptido hexamérica (DPYSPS). Es importante sefialar que estos péptidos son reconocidos por la IgE en suero de todos
los pacientes a prueba hipersensibles al cacahuete en este estudio. Ademds, la IgE en suero que reconoce estos péptidos
representa la mayoria de IgE especifica Ara h 2 que se encuentra en estos pacientes. Si hay alguna similitud estructural
entre los epitopos de unién de Ara h 2 IgE queda por determinar.

La elucidacién de los principales epitopos IgE de unién de Ara h 2 nos permiten disefiar mejores opciones para
la prevencidn de la anafilaxia como consecuencia de la hipersensibilidad de cacahuete. La tnica opcién terapéutica
disponible en la actualidad para la prevencion de una reaccion de hipersensibilidad a los alimentos es evitar los mis-
mos. Lamentablemente, para un alimento que se encuentra en todas partes, como el cacahuete, la posibilidad de una
ingestion inadvertida es grande. Una opcidn terapéutica que se emplea ampliamente para los pacientes con reacciones
alérgicas a aeroalérgenos y venenos de diversas picaduras de insecto es la inmunoterapia alergenica de desensibiliza-
cién. La inmunoterapia alergenica consiste en inyecciones de cantidades crecientes de alérgenos a los que un paciente
tiene tipo I de hipersensibilidad inmediata. Mientras el mecanismo absoluto de inmunoterapia es desconocido, un
aumento de la actividad de los anticuerpos IgG o IgG4, una disminucién en los niveles del alérgeno-especifico IgE,
y una disminucién en la actividad de los baséfilos han sido implicados en la medida de la respuesta. Debido a que
la inmunoterapia con alérgenos se ha demostrado eficaz para el tratamiento de algunas alergias, el tratamiento con
inmunoterapia de cacahuete estd siendo estudiado como una posible opcién. Nuestro trabajo muestra los epitopos IgE
de un importante alérgeno de cacahuete que puede permitir el uso de epitopos inmunodominantes en este enfoque.

Otro enfoque potencial inmunoterapéutico que recientemente ha atraido mucho la atencién es el uso de vacunas de
ADN. En este enfoque se coloca una regién promotora 5° del ADNc que codifica el alérgeno y luego se introduce en
un animal a través de inyeccién intramuscular o aplicacién intradérmica. Los primeros trabajos con un alérgeno del
acaro del polvo, Der p 1, indica que este enfoque puede tanto prevenir el desarrollo de una respuesta inmune a una
proteina especifica y amortiguar el respuesta a una proteina la cual el animal ya ha sido sensibilizados. Actualmente
estamos explorando esta posibilidad con el alérgeno Ara h 2.
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Leyendas de las figuras

Figura 6. Secuencia de nucledtidos de un Clon de ADNc de ARA h II. La secuencia de nucleétidos se muestra
en la primera linea. La segunda linea es la secuencia derivada de aminodcidos. Residuos de dcido amino en negrita
son las areas que corresponden al determinar la secuencia de aminoacidos del péptido I y II de Ara h II (cuadro 9).
Los nimeros de la derecha de la figura indican la secuencia de nucleétidos. Un Clon ARA h II hibrida con un 700 b
al ARNm de cacahuete. E1 ARN del cacahuete poli A + fue aislado por especies de Arachis hypogaea (Florunner) y
10 ug fue electroforesizado en formaldehido desnaturalizando geles de agarosa. El inserto de un clon ARA h II fue
purificado, etiquetado con alfa-*?P-dCTP, y utilizado como sonda de hibridacién de transferencia Northern para el
analisis de este gel. Los tamafios de las especies conocidas de ARN se expresan en kilobases por el lado derecho de la
figura.

Figura 7. Miiltiples Sitios Antigenicos Predichos presentes en el Alérgeno Ara h 2. La secuencia de aminodcidos
de la proteina Ara h 2 fue analizada para posibles epitopes antigénicos por el algoritmo de Jameson y Wolf (1988).
Estas predicciones se basan en un modelo que relaciona a la antigenicidad con hidrofilicidad, la estructura secundaria,
la flexibilidad, y la probabilidad de superficie. Hubo 4 regiones predichas (1-4) que contenia varios sitios antigénicos
(octégonos) a lo largo de toda la longitud de la molécula. Los residuos de aminodcidos (pequeiias cantidades) son
representados como alfa-helicoidal (sinusoidal de la curva), beta-hoja (ver la curva de los dientes), y la bobina (curva
sinusoidal plana) conformaciones. Beta se convierte identificada por la cadena de inversiones.

Figura 8. Miiltiples sitios IgE identificados en el alérgeno Ara h 2. El andlisis de epitopo se realizé en el alérgeno
Ara h 2 mediante la sintesis de péptidos de 15 aminoacidos de dcido largo, que se compensan entre si por 8 aminoacidos
para la molécula de proteina completa. Estos péptidos, representados como puntos 119, fueron investigados con una
mezcla de suero compuesta de 15 pacientes con hipersensibilidad de cacahuete documentada.

Figura 9. Niicleos de epitopos IgE identificados en el alérgeno Ara h 2. El andlisis de epitopos se realizé en los
sitios de unién de la IgE identificado en la figura 8 por la sintesis de 10 aminoécidos de largos péptidos compensado
por dos aminodcidos. Estos péptidos fueron probados con el grupo de suero de 18 pacientes. La figura 9A es el andlisis
de péptidos de Ara h II amino residuos de dcido 49-70. Figura 9B identifica la secuencia de aminodcidos de esta
region.

Figura 10.

De los 10 pacientes, cinco fueron seleccionados al azar del grupo de suero de 18 pacientes y cinco pacientes con
hipersensibilidad al cacahuete no fueron incluidos en el grupo. El paciente K representa un control no-sensible de
cacahuete (negativo).

Caracterizacion de un Alérgeno Principal de Cacahuete: Andlisis Mutacional del Ara h I vinculante a los epitopos
IgE

Reacciones de hipersensibilidad inmediata a los alimentos se producen en aproximadamente 6-8% de los nifios
pequefios y el 1% de los adultos. Estas reacciones estdn medidas por la produccién de anticuerpos IgE frente a gluco-
proteinas que se encuentran en los alimentos. Los cacahuetes son una causa importante de graves reacciones alérgicas
en adultos y nifios. Ara h 1, un alérgeno de cacahuete importante, ha sido ampliamente caracterizado y se ha demos-
trado que contienen 23 epitopos lineales unidn de la IgE. Nos propusimos determinar los aminoécidos esenciales para
su vinculacién y para determinar la localizacién de estos epitopos en 3-D estructura tridimensional de la molécula
de Ara h 1. Para lograr esto, el andlisis mutacional de cada epitopo se realizé mediante la sintesis de péptidos de 10
aminodcidos de largo con aminodcidos individuales cambiado en cada posicién de la alanina, seguido por la determi-
nacién de la capacidad de unién de IgE de cada epitopo mutado en relacién con la cepa de referencia. Se determiné
que los cambios en los aminoécidos situados en las posiciones, 4, 5 y 6 del epitopo tienen una mayor influencia en
los residuos situados en cada extremo. Ademds, la sustitucion del mas apolar, residuos cargados, resultaron en la pér-
dida de la IgE. Mds importante atin, 21/23 epitopos podria ser mutado a un IgE de unién no vinculante por un solo
aminodcido de sustitucion. El 3-D Modelo tridimensional de la proteina Ara h 1 indica que la mayoria de los epitopos
de unién de la IgE se encuentran en la superficie de la molécula. Actualmente, estamos determinando el efecto de
las sustituciones de aminodcidos que conducen a la pérdida de la IgE vinculante que tendrd en la estructura terciaria
de la proteina.
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TABLA 9

Secuencia de aminodcido de los péptidos Ara h 11

Peptido Secuencia de Aminoécido
I X-Q-Q-W-E-L-Q-G-D-R-R-R-Q-S-Q-L-E- R
I A-N-L-R-P-C-E-O-H-L-M-Q-K

La secuencia del aminoacido del aminoacido terminal (I) y un péptido triptico derivado (II) de
la proteina Ara h 2 fue determinado. La secuencia es mostrada como una letra en el codigo del

aminoacido.
TABLA 10
Epitopos Ige de union de Ara h 2
Péptido AA Secuencia Posicién Arah 2
1 HASARQQWEL 17-26
2 QWELQGDRRC  23-32
3  DRRCQSQLER 29-38
4  LRPCEQHLMQ  41-50
5 KIQRDEDSYE 51-60
6 YERDPYSPSQ  59-68
7 SQDPYSPSPY  67-T6
§ DRLOGRQQEQ 117-128
9  KRELRNLPQQ  129-138
10 QRCDLDVESG  145-154
TABLA 11
IgE de union a Epitopos Ara h 2
1 2 3 4 5 8 7 9 10 Epitopos/Pt
A X X X X 4
B X X X X X 5
C X X X X X 5
D X X X X 4
E X X X X 4
F X X X X X X X 7
G X X X 3
H X X X X X X 8
| X X X 3
J X X X X X 5
Pcts/Epitopo 4 1 10 4 1 10 10 4 1 1

Los pacientes estan indicados por letras (A-J) a la izquierda de la tabla. Los péptidos Ara h 2
estan indicados por un numero (1-10) a través de la parte superior de la tabla. El nimero de
epitopos reconocidos por cada paciente (epitopos/paciente) es mostrado a la derecha de la
tabla. El numero de pacientes que reconocieron cada epitopo se muestra a través de la parte

inferior de la tabla. Una X indica que el péptido se une a IgE.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2344 034 T3

La clonacion, la cartografia de epitopo, y el andlisis mutacional de Ara h 2, un principal alérgeno de cacahuete

Un alérgeno importante de cacahuete, Ara h 2, es reconocido por la IgE sérica del 90% de los pacientes con
hipersensibilidad de cacahuete. La caracterizaciéon bioquimica de este alérgeno indica que es una glicoproteina de -
17,5 kDa. Usando una secuencia de datos de aminoacido N-terminal de Ara h 2 purificado, los oligonucleétidos fueron
sintetizados y utilizados para identificar un clon (700 pb) de una biblioteca de ADNc de cacahuete. Este clon fue capaz
de codificar una proteina de 17,5 kDa con homologia a la familia de conglutina de proteinas de almacenamiento de
semillas. Los principales epitopos lineales IgE de unién de este alérgeno fueron mapeados usando la superposicién
de péptidos sintetizados en una membrana de celulosa activada y la IgE en suero combinado a partir del 15 pacientes
sensibles al cacahuete. Diez Epitopos de unién de la IgE fueron identificados, distribuidos en toda la longitud de la
proteina Ara h 2. El tamafio de los epitopos oscilé 610 aminoacidos de longitud. El sesenta y tres por ciento de los
aminodcidos representados en los epitopos fueron residuos sin carga polar o apolares. En un esfuerzo para determinar
que, en su caso, de los diez epitopos fueron reconocidos por la mayoria de los pacientes con hipersensibilidad de
cacahuete, cada conjunto de diez péptidos fue probado individualmente con la IgE en suero de 10 pacientes diferentes.
Todos los sueros de los pacientes a prueba reconocieron epitopos multiples. Tres epitopos (AA29-38, AA59-68,y 67-
76) fueron reconocidos por todos los pacientes de prueba. El andlisis mutacional de estos epitopos inmunodominantes
indica que solo el aminoicid o simple cambia el resultado en la pérdida de la unién de la IgE. Ambos epitopos
contenidos en la regién AA59-76 contiene la secuencia de aminodcido DPYSPS aparece ser necesario para IgE. Estos
resultados pueden permitir el disefio de la mejora de enfoques de diagndsticos y terapéuticos a la hipersensibilidad de
cacahuete.

Ara h 3, un alérgeno de cacahuete identificado mediante el uso del suero del paciente sensible al cacahuete adsorbido
con proteinas de soja

Los cacahuetes y la soja son miembros de la familia de las leguminosas y comparten varias fracciones comunes
antigénicas. Los pacientes alérgicos a uno de estos alimentos tienen anticuerpos IgE en suero los cuales inmunoldgica-
mente tienen una reaccién cruzada con otras leguminosas. Sin embargo, la ingestién de otras leguminosas en general,
no provoca una reaccion alérgica, lo que sugiere que la reaccién cruzada de los anticuerpos hacia la soja fue eliminada
del suero de los pacientes clinicamente alérgicos a los cacahuetes. Los sueros adsorbidos se utilizaron para identificar
la especifica IgE de unién del immunoblot de cacahuete. Varias proteinas de cacahuete que varfan en tamafio de 5 kDa
a 49 kDa, fueron identificadas. Una proteina identificada - 14 kDa de este modo se purifica y se preparé para el andlisis
secuencial del aminoécido. La secuencia terminal del aminodcido determind los 23 primeros aminodcidos de esta pro-
tefna. Una bisqueda en la base de datos de proteinas Genbank con este péptido revel6 que habia 61% de identidad con
un gen de soja para la subunidad G3 glicina. Un oligonucleétido degenerado principal fue realizado a partir de estos
datos para su uso en relacion con el vector de cebadores para amplificar los clones que codifican esta proteina de una
biblioteca de la DNA de cacahuete. La secuenciaciéon del ADN de estos clones también revel6 - 70% de homologia
con el gen de soja para la subunidad de glicina G3. Estos datos indican que mientras que hay una homologia signific
ativa entre las glicinas de cacahuete y la soja debe haber epitopos especificos de cacahuete responsables de la unién
de la soja adsorbida de IgE en suero. La caracterizacion de este alérgeno incluird la determinacién de los epitopos de
unién IgE y las pruebas de la relevancia clinica de esta proteina en la hipersensibilidad de cacahuete. Si esta estrategia
tiene éxito, no sélo identificard las proteinas que une IgE, sino también a los alérgenos y epitopos importante en el
proceso de la enfermedad.

Cartografia de los epitopos de célula B en Ara h 1y Ara h Il de proteinas de almacenamiento de leguminosas y
principales alérgenos implicados en la hipersensibilidad de cacahuete

Aproximadamente el 8% de los nifios y 1-2% de los adultos sufren de algtin tipo de alergia alimentaria. Las re-
acciones a los cacahuetes son mds propensas que otras alergias a alimentos para dar lugar a la anafilaxia fatal o casi
fatal en pacientes sensibilizados. El Ara h I (Mm = 63,5 kD) y Ara h II (Mm = 17 kD) son proteinas de cacahuete
reconocidas por la IgE sérica del 90% de los pacientes sensibles al cacahuete, estableciéndose asi como los alérgenos
clinicamente importantes. La superposicién de péptidos que representan la totalidad de las moléculas de Arah Iy Ara
h II fueron construidas y desarrolladas por el andlisis de inmunoblot IgE para determinar qué partes de estos alérgenos
son responsables de unién de la IgE. Utilizando un grupo (n = 15) de los pacientes con hipersensibilidad de cacahuete,
23 epitopos de unién de la IgE fueron identificados en Ara h I'y 6 epitopos fueron identificados en Ara h II. Incluso
hubo muiltiples epitopos identificados en cada alérgeno, dos epitopos en Ara h [ y un epitopo en Ara h II fueron re-
conocidos por el 90% de cada uno de sueros de los pacientes analizados (n = 10). Los aminodcidos importantes para
la unién de la IgE en estos epitopos inmunodominantes se determinaron por el andlisis mutacional. La identificacién
de los principales epitopos vinculates Ara h I y Ara h II pueden conducir a la mejora del diagnéstico de hipersensi-
bilidad de cacahuete y eventualmente a un mejor régimen terapéutico para esta enfermedad. APOYADO EN PARTE
POR EL INSTITUTO NACIONAL DE SALUD, CLARISSA SOSIN ALERGIA RESEARCH FOUNDATION, Y
AUTORIDAD DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ARKANSAS.

Introducciéon
Aproximadamente un 1-2% de la poblacién de EE.UU. sufre de algunas de las alergias alimentarias. El cacahuete,
pescado, frutos secos, y marisco son los principales de la mayoria de las reacciones de hipersensibilidad alimentaria

en adultos, mientras que el cacahuete, leche, huevos, causa de mas del 80% de las reacciones de hipersensibilidad
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a los alimentos en los nifios. A diferencia de las reacciones de hipersensibilidad a los alimentos de la leche y los
huevos, las reacciones de hipersensibilidad de cacahuete suelen persistir en la edad adulta y para toda la vida. Ademas,
las reacciones de hipersensibilidad de cacahuete tienden a ser mds severas que las de los alérgenos alimentarios, a
veces con resultado de muerte. Varios informes han detallado de las fatales y préximas reacciones anafildcticas que
ocurren en adolescentes y adultos. En la actualidad, la no ingesta es el inico medio eficaz de hacer frente a la alergia
alimentaria, pero el uso de cacahuetes y productos secundarios como suplementos en muchos alimentos diferentes
hace que el consumo accidental sea casi inevitable.

Dos alérgenos principales implicados en la hipersensibilidad de cacahuete son las proteinas de cacahuete, Ara h I
y Ara h II. Estas proteinas son reconocidas por el 90% de los pacientes positivos de cacahuete, estableciendo asi como
los alérgenos clinicamente importantes. Ambas proteinas son las proteinas de almacenamiento de semillas. El Ara h I
comparte homologia de secuencia significativa con las proteinas de vicilina de otras plantas mientras que Ara h II es
una conglutina como la proteina.

Las reacciones de hipersensibilidad alimentaria se presentan poco después del contacto de un alérgeno especifico
con su correspondiente anticuerpo IgE que estd vinculado a las células mastociticas. La IgE, cuando forma complejos
con el antigeno, se activan las células mastociticas a la liberacién de histamina, de heparina y otras sustancias que
son responsables de los sintomas clinicos observados. Asi pues, los epitopos IgE vinculantes a los alérgenos, juegan
un papel importante en el proceso de la enfermedad y su elucidacién conducird a una mejor comprension de la res-
puesta inmune humana involucrada en las reacciones de hipersensibilidad a los alimentos y la mejora de diagndstico
y terapéuticos capacidades.

Figuras 1y 7. Miuiltiples Sitios Antigénicos Predichos en los Alérgenos Ara h 1y Ara h 11

Las secuencias de aminodcidos de las proteinas Ara h I y Ara h II fueron analizadas para determinar posibles epito-
pos antigénicos. Estas predicciones se basan en un modelo que relaciona la antigenicidad con hidrofilidad, estructura
secundaria, flexibilidad y de probabilidad de superficie. Hubo 11 (1-11) regiones predichas que contenian multiples
sitios antigénicos (octégonos) a lo largo de la longitud total de la proteina Ara h Iy 4 (1-4) regiones predichas de la
proteina Ara h II. Los residuos de aminodcidos (pequefias nimeros) son representados como alfa-helicoidal (curva
sinusoidal), hoja de Beta (ver los dientes de sierra), y serpentin (curva plana sinusoidal). Se hacen notar espiras Beta
por inversiones de la cadena.

Las figuras 2A, 2B y 8. Miiltiples Regiones Vinculantes IgE Identificadas en los Alérgenos Ara h 1y Ara h 1l

Paneles superiores: la cartografia de epitopo se realizé en los alérgenos Ara h I y Ara h Il mediante la sintesis de
cada uno de estas proteinas en 15 aminodacidos superponiendo péptidos que siempre que se compensaron entre si por 8
aminodcidos. Estos péptidos fueron probados con un grupo de IgE en suero de 15 pacientes con hipersensib ilidad de
cacahuete documentada. La posicion de los péptidos en las proteinas Ara h Iy Ara h I se indican en la parte izquierda
de cada panel.

Paneles inferiores: Las secuencias de aminodcidos de la s proteinas Ara h I y Ara h proteinas II se muestran en la
parte inferior de los paneles. Las cajas numeradas corresponden a las regiones antigénicas predichas (P1-P11, P1-P4).
Las cajas de incubacién (D1-D12, D1-4) corresponden a las regiones de unién de la IgE que se muestra en los paneles
superiores.

Las figuras 3 y 9. Niicleos de epitopos IgE Vinculates Identificados en los Alérgenos Ara h 1y Ara h Il

La cartografia detallada del epitopo se realizé en las regiones de unién de IgE identificadas en la figura 2 y 8
mediante la sintesis de 10 aminodcidos largo péptidos que se compensan entre si por dos aminodcidos. Estos péptidos
fueron probados con un grupo de IgE en suero de 15 pacientes con hipersensibilidad de cacahuete documentada. Los
datos mostrados representan las regiones D2 y una parte de D3 de Ara h I y D2 regién de Ara h II. Los nimeros
corresponden a péptidos, como se muestra en el cuadro 12. Las secuencias de aminoécidos de Ara h I'y Ara h II, que
fueron probados en los paneles superiores son mostradas. Las dreas sombreadas de las cajas corresponden a péptidos
de unién de IgE.

Figuras 4y 10

Epitopos Comiinmente Reconocidos Ara h 1

Los niticleos de epitopos IgE vinculatnes fueron sintetizados (10 aminodcidos) y luego se investigaron individual-
mente con suero de IgE de 10 pacientes con hipersensibilidad de cacahuete documentada. Los paneles superiores
representan donde cada uno de los péptidos Ara h I (1-23) y Ara h II (1-6) se colocaron en la membrana. Los paneles

A-J muestran los péptidos de la envolvente de IgE en suero de cada paciente. Los paneles de control fueron probados
con el suero de un paciente con IgE elevada, pero que no tiene hipersensibilidad al cacahuete.
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Figuras 5y 11
Aminodcidos que Participan en la Union de IgE

Los epitopos 4 y 17 de Ara h I 'y epitopo 3 de Ara h II fueron sintetizados con una glicina (G) o de alanina (A) de
residuo sustituido por uno de los aminodcidos en cada uno de estos péptidos y luego probd con un grupo de IgE en
suero de 15 pacientes con hipersensibilidad de cacahuete documentado. Las cartas en la parte superior de cada panel
indica la carta de Cédigo de aminodcidos para los residuos normalmente en esa posicién y el aminoacido que fue
sustituido por ello. Los niimeros indican la posicion de cada residuo en las proteinas Arah Iy Ara h II.

Resumen

Los principales alérgenos de cacahuete Ara h I y Ara h II se han clonado, secuenciado, e identificado como las
protefnas de semillas de almacenamiento.

Los epitopos de células-B de Ara h Iy 6 epitopos de células-B de Ara h II fueron mapeados utilizando péptidos
sintéticos probados con el suero de IgE en de una poblacidn con pacientes hipersensibles al cacahuete.

El epitopo # 4 (AA89-98) y # 17 (AA498-507) de Ara h 1y epitopo # 3 (AA59-66) de Ara h II fueron reconocidos
en un 90% de pacientes a prueba hipersensibles al cacahuete.

Los aminoécidos importantes para unién de la IgE de los epitopos inmunodominante de Ara h I y II de Ara h
fueron determinados.

La figura 12 es la misma que la figura 16 con péptidos I, II, III, correspondientes a los péptidos en el cuadro 14
que se pusieron de relieve por cajas rectangulares.

Cuadro 16 es una secuencia parcial de Ara h I (clon 5A1a).
Cuadro 17 es una secuencia de Ara h I Alpha (clon p17).
Cuadro 18 es la secuencia h ARA II (clon Ara h II p38).
Cuadro 19 es la secuencia Ara h I Beta (p41b clon).
Cuadro 20 es la traduccién de ARA h II p38 a Ara h II p38.

De conformidad con la presente invencién, se contempla que el descubrimiento o la identificacion de determinados
péptidos o epitopos los cuales unen IgE y causan una respuesta de IgE por una persona con una alergia o sensibilidad a
la que una determinada proteina puede ser utilizada para producir una vacuna de ADN para la terapia de inmunizacién
con la esperanza de reducir la respuesta de IgE y con ello eliminar o reducir los efectos negativos de la alergia o
sensibilidad. Por ejemplo, una proteina, el péptido, o epitopo puede ser producido y se inyecta en un paciente como
una vacuna de ADN que se espera que tenga un efecto de modulacién inmunolégica de respuesta de IgE y estimular
una respuesta diferente, como IgG, IgM, IgA, etc y, por tanto regular a la baja la sintesis de IgE contra el alérgeno
especifico.

Asimismo, de conformidad con la presente invencion, los péptidos similares, epitopos y proteinas IgE de unién
de otros legumbres, hierbas, semillas oleaginosas y similares, por ejemplo, la soja o el trigo, pueden ser aisladas e
identificadas, mutadas de modo que no unan la IgE, y utilizado en una vacuna de ADN mutado para la terapia de
inmunizacién.

25



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 034 T3

TABLA 12

Epitopos vinculantes IgE Arah |

Péptido AA Secuencia Posicion Ara h |

1 AKSSPYQKKT 2534

2 QEPDDLKQKA 48-57

3 LEYDPRLVYD 6574

4 GERTRGRQPG 8998

5 PGDYDDDRRQ 97-105
6 PRREEGGRWG 107-116
7 REREEDWRQP 123-132
8 EDWRRPSHQQ 134-143
g QPRKIRPEGR 143-152
10 TPGQFEDFFP 294-303
11 SYLQEFSRNT 311-320
12 FNAEFNEIRR 325-334
13 EQEERGQRRW 344.353
14 DITNPINLRE 393.402
15 NNFGKLFEVK 409-418
16 GTGNLELVAY 481470
17 RRYTARLKEG 498-507
18 ELHLLGFGIN 525534
19 HRIFLAGDKD 539-548
20 IDQIEKQAKD 551-560
21 KDLAFPGSGE 559-568
22 KESHFVSARP 578-587
23 PEKESPEKED 597-606

Epitopos vinculantes IgE Ara hll

Péptido

AA Secuencia

Posicion Ara hll

1

LLAAHASARQ

14-23

QGDRRCOSAQL

27-36

YERDPYSPSQ

50-69

AGSSQHQERC

81-90

] B ] Lol R

CNELNEFENN

91-130

6

QRCDLDVESG

105-159

* Las partes subrayadas de cada péptido son las secuencias mas pequefias de IgE de union que

se determinaron por el analisis descrito en la figura 9.
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TABLA 13

Epitopos Arah |
IgE vinculantes al nicleo de epitopos Ara h | mediante el suero de pacientes hipersensibles al
lcacahuete
Epit_oposl
Paclewes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011124314159617 1819202129223 Py
A X X X XX X €
B XX XX X X 6
C XXXXXX X XX X X X 12
D X X X X X X 6
E X X XX XXX X XXX 1"
F X X X N X 4
G XXX X X X 6
H X X : - X 3
1 X X X ! XX XX X 8
J X XX X X X X 7
IPacientesi

Epitepo 4 5 4§ 9 4 1 03 4 2133 13110214131

Epitopos Arah ll

IgE vinculantes al nticleo de epitopos Ara hll mediante el suero de pacientes hipersensibles al

lcacahuete
: Epitopos/
Pacientes 1 2 3 4 5 ) pacientes
A X 1
B X X 2
C X X 2
D X X 2
E X X X 3
F X 1
G X {
H X X 3
{ X X 2
J X X X 3
Pacientesi
Epitopo 0 0 10 2 4 4

Los pacientes estdn indicados por letras (A-J) a la izquierda de la tabla. Los péptidos Ara h 2 estdn indicados
por un nimero (1-10) a través de la parte superior de la tabla. El nimero de epitopos reconocidos por cada paciente
(epitopos/paciente) es mostrado a la derecha de la tabla. El nimero de pacientes que reconocieron cada epitopo se
muestra a través de la parte inferior de la tabla. Una X indica que el péptido se une a IgE.

27



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 034 T3

TABLA 14

IDENTIFICACION DE LAS SECUENCIAS DE AMINO ACIDO NATIVO EN LA SECUENCIA
DEL AMINO ACIDO DEDUCIDO DEL CLONARAH 2 P38

LA SIGUIENTE SECUENCIA DEL AMINO ACIDO FUE TRADUCIDO DEL ARA H GEN P39
(SECUENCIA NUCLEOTIDA) AISLADO DE NUESTRA LIBRERIA DE ADNc

TRADUCCION DEL GEN: arah2p38
' }secuencia N-terminal .
1 LTILVALALF LLARHASARQ QWELOGDRRC OSQLERANLR PCEQ
- T30
eptido 37 Eﬂj———

51 CQRDEDSYERO PYSPSQDPYS PSPYDRRGAG SSQHQERCCN ELNEFENN'Q.R

eptido 20
101 CMCEALOOIM ENQSDRLQGR b@‘mopxén RNLPQOCGLR APQRCDLDVE

151 SGGRDRY

TABLA 15

La siguiente informacién fue obtenida por medidas fisico-quimicas y usadas para
confirmar la secuencia de aminoacido deducida del clon Arah 2 p38

SECUENCIA N-TERMINAL 17.5 kd: secuencia gen 19-48

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

GLY GLN GLN TRP GLU LEU GLN GLY ASP ARG ARG ARG GLN
Q @ W E L Q@ 6 D R R R Q

4 15 18 17 18 19 20 21 22 23 24 25

SER GLN LEU GLU ARG ALA ASN LEU X PRO X GLU

s @ L € R A N L R P ¢ E

26 27 28 29 30

GLN X  LEU MET X

Q H K M

PEPTIDO 20: identificado en secuencia de gen 121-128
1 2 3 4 5 6 7 8
GLN GLN GLU GLN GIN PHE LYS ARG
Q Q E Q Q F K R

PEPTIDO 37: identificado en secuencia de gen 60-76

1 2 3 4 5 6 7 8 -9 10 i1 12 13
ASP PRO TYR SER PRO SER GLN ASP PRO TYR SER PRO SER
0 P Y S P S8 Q 0 P Y S P S
14 15 16 17

PRO TYR ASP ARG

P Y 0 R

PEPTIDO 45: identificado en secuencia de gen 37-49

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13
ALA ASN LEU ARG PRO CMC GLU GLN HIS LEU MET GLN LYS
A N L R P C E Q H L M Q K
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TABLA 16

ARQARAHI 1340 bp ss-mRNA PLN
Arachis hypogea (clone 5 Ala) Ara h I mRNA, complete cds.
L34402

Arachis hypogea (strain Florunner} seed cDNA to mENA.

Arachis hypogea .

Eukaryota; Plantae; Embryobionta; magnoliophyta: Magnoliopsida;
Rosidae; Fabales; Fabaceae. .
1 {bases 1 toc 1340)

AUTHORS Burks,A.¥., Cockrell,G., Stanley,J.5., Helm,R.M. and Bannon,G. A,

TITLE

JOURNAL

STANDARD
COMMENT
FEATURES

Bource

Recombinant peanut allergen Ara h I expression and IgE binding
in patients with peanut hypersensitinity
Unpublished (1994)
full automatic
NCBI gi: 508640
location/Qualifiers
1. .1340
/organism=*Arachis hypogea*
/straina~florunner®
/dev_stages"seed*
/sequenced molscONA to mRNA“
23%. .1238
/gene="Ara b I*
/rotes*NCBI gi: 508641"
/codon_start=1

/translacions="MPVNTPGQFEDFFPASSRDOSSYLOQGFSRNTLEAAFNAEFNEIR
RVLLEENAGGEQEERGQRRWS TRS SENNEGVIVKVSKERVEELTKHAKSVSKKGSEEE
GDITNPINLREGEPDLS NNFGRLFEVRKPDKENPQILODLOMMLTCVE IKEGALMLPEFN
SKAMVIVVVNRGTGRLELVAVRKEQOQRGRREEEEDEDEEEEGSNREVRRYTARLKEG
DVFIMPAARPVAINASSELHLLGFGINAENNHR IFLAGDKDNVIDQIEKQAKDLAF PG
SGEQVEKLIKNQKESHFVSAQSQSUSPSSPEKESPEKEDQEEENQGGRGILLSILKAF
ﬂ!l

BASE COUNT 422 a 236 ¢C a0 g 282 t
QRIGIN
Argarahi Leng:th: 1340 05:04 Type: N Check: 8329

GTATTITGCA GATCGAGGCC AARCCTAACA CTCTIGTICT TCCCTAAGCAC

51  GCTGATGCTG ATAACATCCT TGTTATCCAG CAAGGGCARG CCACCGTGAC
101 CGTAGCAAAT GGCAATAACA GAARGAGCTT TAATCTTGAC GAGGGCCATG
151 CACTCAGAAT CCCATCCGGT TTCATTTCCT ACATCTIGAR CCGCCATGAC
201  AACCAGAACC TCAGAGTAGC TAAARTCTCC ATGCCUGTTA ACACACCCGE
251  CCAGTTIGAG GATTICITCC CGGOGAGCAG CCOGACGACCAA TCATCCTACT
301 TGCAGGECTT CAGCAGGAAT ACGTIGGAGG CCOGCCTTCAA TGCGGAATTC
351 AATGAGATAC GGAGGGTGCT GTTAGRAGAG AARTGCAGGAG GTGAGCAAGA
401 GOGAGAGAGGG CAGAGGCGAT GGAGTACTCG GAGTAGTGAG AACAATGAAG
4€:  GAGTCATAGT CAAAGTGTCA AAGGAGCACG TTGAAGAACT TACTAAGCAC
501 GCTAAATCCG TCTCARAGAA AGGCTCCGAA GAAGAGGGAL ATATCACCAA

LAY )
m O oW
[

- g
oW O
-

e g

el

o W
%))
e

&Y
Pal
P

CCCAATCARC TTGAGAGAAG GCGAGCCCGA TCTTTCTAAC AACTTTGGGA
AGTTATTIGA GGTGRAGCCA GACAAGAAGA ACCCCCAGCT TCAGGACCTG
GACATGATGC TCACCTGTGT AGAGATCAAA GAAGGAGCTT TGATGCTCCC
ACACTTCAAC TCAAAGGCCA TGGTTATCGT CGTCGTCAAC RAAGGAACTG
GAAACITTGA ASTCGTGGCT GTAAGAAAAG AGCAACAACA GAGGGGACGG
CCGGAAGAAG AGGAGGACGH ACGACGAAGRA GAGGAGGGAA GTAACAGAGA
GGTGSGTAGE TACACAGCGA GGTTGAAGGA AGGCGATGTG TTCATCATGC
CACCAGCTOA TCCAGTAGCC ATCRACGCTT CCTUCGAACT CCATCTICTT

29



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

951
1001
1081
1101
1151
1201
1251
1301

ES 2 344 034 T3

GGCTTCGGTA TCAACGUTGA AAACAACCAC AGAATCITCC TIGCAGGTGR
TRAGGACAAT GTGATAGACC AGATAGAGAR GCAAGCGAAG GATTTAGCAT
TCOCTGGGTC GGGTGAACAA GTTGAGAAGC TCATCAAARAA CCAGAAGGAA
TCTCACTTTG TGAGTGCTCA ATCTCAATCT CAATCTCCGT CGTCTCCTGA
GAARAGAGTCT CCTGAGAAAG AGGATCAAGA GGAGGAAAAC CAAGGAGGGA
AGGGTCCACT CCTTTCAATT TTGAAGGCTT TTAACTGAGA ATGGAGGUAA
CTTGTTATGT ATCGATARTA AGATCACGCT TTTGTACTCT ACTATCCAAA
ARCTTATCAA TAMATAAAAA CGTTTGIGCG TIGTTTCICC
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LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
NID )
KEYWORDS
SOURCE

ORGANISM

REFERENCE

AUTHORS Burks,A.W., Cockrell,d., Stanley,J.S., Helm,R.¥. and Bannon,G.A.
Recombinant peanut allergen Ara h I expression and I

TITLE

COMMENT
FEATURES

ARQARAH
L3885}

Q620024

ES 2 344 034 T3

1943 bp
Arachis hypogea (clone P17} Ara h I wmRNA, coamplete cds.

TABLA 17

nRNA,

peanut hypersensitivity.
Arachis hypogea {strain Florunner) seed cDNA to miNA.

Arachis hypogea
Eukaryota; Plantae; Embryobionta; wagnoliophyta; Magnolicpsida;

Rosidae; Pabales; Fabacese.
1 (bases 1 to 1949)

in patients with peanut hypersensitivity
JOURNAL  Unpublished (1994)
NCBY gi: 620024

Location/Qualifiers

source

57 UTR

cos

1. .1949%

/organism="Arachis hypogea*
/strain="Florunner®
/dev_stage=*Seed”

/sequenced_mol="cDNA to oRNA®

. .2
3. .i847

/genca"fyra h I®
/note="NCBI gi: 6£20025"
/codon_startal

/db_xref="PID:g620025"

PLN

/translation="MRGRVSPLMLLLGILVLASVSATORKS PYRKTENPCAQRCLAOSC

QREPDDLROKACESRCTKLEYDPRCVYDTGATNQRIPPGERTRGROPGDYDDDRROPR

REEGGRWGPAEPREREREEDWROPREDWRRPSHQUPRKIRPEGREGEQEWGTPGSEVR

EETSRNNPFYFPSRRFSTRYGNONGRIRVLORFDQRSKQFONIAQNHRIVQIEARPNTL

VLPKHADADNILVIQQGOATVTVANGNNRKS FNLDEGHALRIPSGFISY ILNRHEDNQN

LRVAKI SMPVNTPGOFEDF FPASSRDQS SYLQGF SRNTLEAAFNAEFNEIRRVLLEEN

AGGEQEERGORRRSTRESDNEGVIVKVSKERVQELTKHAKSVSKKGSEEEDITNPINL

ROGEPDLSNNFGRLFEVE PDKRNPOLODLOMMLTCVE I KEGALMLPHFNSKAMVIVVY

NEKGTGNLELVAVRKEQQURGRREQEWEEEEEDEEE EGSNREVRRYTARLKEGDVFIMP

AAHPVAINASSELHLLGFGINAENNHRIFLAGDKDNVIDQIEKQAKDLAFPGSGEQVE

KLIKNQRESHFVSARPQSQSPSSPEKEDQEEENQGGKGPLLS ILKAEN"
1°UTR
polyA site

BASE COUNT

ORIGIN

Arqgarah

b
51
101
151
201
251
101
381
401
451
501
551

593 a

Length:

CAARTGAGAGG
CTGGCTTCAG
GAACCCCTGC
ACTTGAAGCA
CCTOGTTGTG
GGAGCGGACA
AACCCCGAAG
CGTGARAGAG
AAGTCATCAG
ANGAGTGGGG
ARCCCTTTCT
AMNCGGTAGG

1848.
1949

-1549

4535¢

1949

GAGGGTTTCT
TTTCTGCAAC
GCCCAGAGGT
RAAGGCATGT
TCTATGACAC
CGTGGCCGCC
RGAGGARGGA
RAGRAGACTG
CAGCCACGGA
PACACCAGGT
ACTTCCCGTC
RTCCGCGTCC

517g

1996 16:44

CCACTGATGC
GCAGGUCAAG
GCCTCCAGAG
GAGTCTCGCT
TGGCGCCACC
ARCCCGGAGA
GGCLGATGGE
GAGACAACCA
AAATAAGGCT
AGCSAGGTGA
AAGGCGGTET
TGCAGAGGTT

31

i7ec

Type:

TGCTICUTTIGG
TCACCTTACC
TTCTCAACAG
GCACCAAGCT
AACCAACGTC
CTRCGATGAT
GACCAGCTGA
AGRGAAGATT
CGRAGGAAGA
GGCAAGAARC
AGCACCCGCT
TGACCRAAGG

N Check:

€40%

GATCCTTGTIC
GGRAAACAGA
GAACCGGACG
COAGTATGAT
ACCCTCCAGG
GACCGUCGTC
ACCGAGGGAG
GGAGGCGACC
GAAGGAGAAC
ATCACGGAAC
ACGGGAACTAH
TCARAGCAGT

gE binding
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€01

651

701

751

801

851

501

951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
15851
1601
1651
1701
175)
1801
1851
is01

ES 2 344 034 T3

TTCAGAATCT CCAGAATCAC CGTATIGIGC
ACTCTTGTTC TTCCCAAGCA CGCIGATGCT
GCAAGGACAA GCCACCGTGA COGTAGCAAA

TTAATCTTGA
TACATCTTGA
CATGCCCGTT
GCCGAGACCA
GCCGCCTTCA
GAATGCAGGA
GGAGTAGTGA
CAAGAACTTA
GGAAGATATC

AAGCTCATCA
ATCTCAATCY
ARGGAGGGAA

CGAGGGCCAT
ATCGACATGA
AACACGCCCG
ATCATCCTAC
ATGOGGANTT
GGAGAGCAAG
TAATGAAGGA
CTAAGCACGC
ACCAARCCCAA

GCACTCAGAR
CAACCAGAAC
GCCAGTTTGA
TTGCAGGGAT
CAATGAGATA
AGGAGAGAGG
GTGATAGTCA
TARATCOGTC
TCAACTTGAG
TTTGAGGTGA

ACCTGGACAT GATGCTCACC

AARACCAGAG GGAGTCTCAC
CCGTCGTCTC CTGAARANGA
GGGTCCACTC CTTTCAATTT

TGGAGGAAAC TTGTTATGTA TCCATAATAA

CTATCCARAR

ACTTATCAAT AAATAAARAC

32

AGATCGAGGC CAGACCTAAC
GATARCATCC TTGTTATCCA
TCGLRATAAC AGARAGAGCT
TCCCATCOGG TITCATITCC
CTCAGRGTAG CTAARATCTC

AGRTGGCGAG CCCGATCTTT
AGCCAGACAR GAAGARCCCC
TGTGTAGAGA TCAAMAGAAGG
GGCCATGRTC ATCGTOGTCG

CAATGTGATA GACCAGATAG
GTTCGGETGA ACAAGTIGAG
TTTGTGAGTG CTCGTCCTCA
GGATCAAGAG GAGGARAACC
TGAAGGCTTT TAACTGARGAA
GATCACGCTT TTGTAATCTA
GTTTGTGCGT TGTTTCYCC



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 344 034 T3

TABLA 18
LOCUS ARQALLII 717 bp DHA PLN
DEFINITION Arachis hypogea (clone Ara b II pl18) allergen II gene, polyn
signal.
ACCESSION  L77197
NID 91216995
KEYWORDS allergen; conglutin; seed storage protein.
SOURCE Arachis hypogea (strain Florunner) (clone: Ara h II p3s) DNa.
ORGANISM Arachis hypogea
Eukaryotae; mitochondrial eukaryotes; Virgidiplantae;
Charophyta/Embryophyta group; Embryophyta; Magnoliophyta;
Magnoliopsida; Rutanae; Sapindales; Fabaceae; Papilionoideae;
Arachis.
REFERENCE 1 (bases 1 to 717}
ACTHORS  Stanley,J.S.
TITLE The major peanut allergen Ara h II is a seed storage procein
with multiple IgE-binding epitopes
JOURNAL  Unpublished (1996)
FEATURES Locacion/Qualifiers
source 1. .7117

BASE
QRYIGIN

Argallii

3
123
101
151
201
281
301
3s1
401
451
S01
5351
601
651
701

polyA_signal
COUNT 217 a

Jorganism="Axrachis hypogea®
/strain="Florunner*
/clone="Ara h 1Y pig*

.567
152 ¢

562.

Length: 717

GCTCACCATA
CTGCGAGGCA
CTCGAGAGGG
CCAACGTGAC
ATTCGTACAG
CRCCAMGAGA
GTGCATGTGC
TGCAGGGGAG
CCTCAACAGT
AAGTGGCGGC
AAAGAAAAGA
GTTTTGGTAA
ACTAAGGCAA
TIGTCTATGT
AAAGATCATG

CTAGTAGCCC
GCACTGGGAA
CGARCCTGAG
GAGGATTCAT
CCCTAGTCCA
GGTGTTGCAA
GAGGCATTGC
GCARCAGGAG
GCGGCCTTAG
AGAGACAGAT
AAATAGCTTA
TAATAAAGAT
GCTTAGGTTA
TITGTTGCTG
TITICIT

1849

19%6 14:32 Type:

TCGCCCTTTT
CTCCAAGGAG
GCCCTGCGAG
ATGAACGGGA
TATGATCGGA
TGAGCTGANC
AACAGATCAT
CAACAGTTCA
GGCACCACAG
ACTAAACACC
TATATAAGCT
CATCACTATA
TATGAGCACC
CAGAGTTGTA

33

164 t

CCTCCTCGCT
ACAGARGATG
CARCATCTICA
CCCGTACAGC
GAGGOGCTGG
GAGTTTGAGA
GGAGAACCAG
AGAGGGAGCT
CGITGCGACT
TATCTCRARA
ATTATCTATG
TGAATGTGTT
TTTAGAGTET
ACCATCTITGA

N Check: 3606

GCCCACGCAT
CCAGAGCCAG
TGCAGAAGAT
CCTAGTCAGG
ATCCTCTICAG
ACAACCAARG
AGCGATAGGT
CAGGAACTTG
TGGACGTCGA
ANAGAAARGA
GTTATGTTTA
GATCGTGTTA
TTTTATGGCG
AATARTATAR

. -
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TABLA 19

Locus ARQARAKI 2032 bp mRNA PLN

DEFINITION Arachis hypogea {(clone P41b) Ara h I mRNA, complete cds.

ACCESSTION  L34402
NID g602435
KEYWORDS allergen.

SOURCE Arachis hypogea (strain Florunner) seed cDNA to mRNA.

CRGANISM Arachis hypogea

Eukaryota; Plantae; Embryobionta; Magnoliophyta; Magnoliopsida;

Rosidae; Fabales; Fabaceae.
REFERENCE 1 (bases 1 to 2032)

AUTHORS Burks,A.W., Cockrell,G., Stanley,J.S., Kelm,R.M. and Bannon,G.A.
TITLE Recombinant peanut allergen Ara h I expression and IgE binding

in patients with peanut hypersensitinity
JOURNAL  Unpublished (1994)
STANDARD full automatic

COMMENT NCBI gi: 602435
FEATURES Location/Qualifiers
source 1. .2032
{organism="Arachis hypogea®
/straine”"¥lorunner®

/dev_stages“seed"
/sequenced mol="cDNA to mRNA*

Jclones*p4ibe
5'UIR <1. .49
Chs 50. .153¢0

/gene=*Ara b I

/notes="NCBI gi: 602436"

feodon starts)

/db_refa"p10:g602436"
/translation="MRGRVSPIMLLLGILVLASVSATHAKSS PYQKKTENPCAQRCLO
SCOQEPDDLEQKACESRCTKLEYDPRCVYDPRGHTGTTNQRS PRGERTRGRQPGDYDD
DRROPRREEGGRWGPAGP REREREEDWRQPREDWRRPSHQQPRKIRPEGREGEQEWGT
PGSHVREETSRNNPFYFPSRRFSTRYGNQNGRIRVIQRFDORSRQFONLONHR IVQIE
AKPNTLVLFKHADADNILVIQQGOATVIVANGNNRKSFNLDEGRALRIPSGFISYILN
REONQNLRVAK L SMPVNTPGQFEDFFPASSRDQSSYIQGFSRNTLEAAFNAEFNEIRR
VLLEENAGGEQEERGORRWSTRS SENNEGVIVKVSKEHVEELTKHAKSVSKXGSEEEG
DITNPINLREGEPDLSMNFGKLFEVKPDKXNPOLODLOMMLTCVE IREGALMLEHENS
KAMVIVVVNKGTGNLELVAVRKEOQORGRREEEEDEDEEEEGSNREVRRYTARLREGD
VFIMPAAHPVAINASSELHLLGFGINAENNKRIFLAGUKDNVIDQIEKQAKDLAFPGS

GEQVEKLIKNQKESHEVSARPQSQSQS PSS PEKESPEKEDQEEENQGGKGPLLS XLKA
mu

3ITUTR 1921, .2032
polyhA_signal 2005, .2010
pPolyA site 2032
BASE COUNT 628 A 4711 C 530 G 401t
GRIGIN
Aragarahi Length: 2032 1996 16:36 Type: N Check:

8170

1 AATAATCATA TATATTCATC AATCATCTAT ATAAGTAGTA GCAGGAGCAA
51  TGAGAGGGAG GLUTTTCTCCA CTGATGCTGT TGUTAGGGAT CCTTCTCCTG
101 GCTTCAGTIT CTGTAACSCR TCCCAAGTLA TCACCTTACC AGAAGARARAC
151  AGAGAACCCC TCCGCCTAGA GGTGCCTICA GAGTTOTCAA CAGGAACCGG
201 ATGACTTGAA GCRAAAGGLA TCCCGAGTITC GCTGCACCAA GCTCGAGTAT

34
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251
o
381
401
451
$01
551
601
651
701
751
801
88}
201
351

- 1001

1051
1101
1153
1201
1251
136
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1301
1951
2001

GATCCTCGTT GTGTCTATGA

ACGTTCCCCT
ATGATGACCG
GCTGGACCGA
AGATTGGAGG
GAAGAGAARGG
GAAARCATCTC
CCGCTACGGG
AAAGGTCARG
GAGGCCAMAC
CATCOTTGTT
ATARCAGAAR
TCCGGTTTCA
AGTAGCTARA
TCTTCCOGGE
ACGGAATACGT
GGTGCTGTTA
GGCGATGGAG
GTGTCARAGG
ARAGAANGGC
GAGAAGGCGA
AAGCCAGACA
CTGTCTAGAG
AGGCCATGGT
GTGGCTGTAA
GGACGAAGAC
CAGCGAGGTT
GTAGCCATCA
CGCTGARAAC
TAGACCAGAT
GAACAAGTIG
TGCTCGTCCT
CTCCTGAGAA
CTCCTTTCAA
GTATCGATAA
ARTAAATAAN

CCAGGGGAGC
COGTCAACCC
GGGAGCGTGA
CGACCAAGTC
AGAACAAGAG
GGARCAACCC
ARCCRARACG
GCAGTTTCAG
CTAACACTCYT
ATCCAGCAAG
GAGCTTTAAT
TITCCTACAT
ATCTCCATGC
GAGCAGCCGA
TCHAGGCOGT
GAAGAGAATG
TACTCGGAGT
AGCACGTTGA
TCCGAAGAAG
GCCCGRTICTT
AGARGAACCC
ATCAARGALG
TATCGTCGTC
GAARAGAGCA
GAAGARGAGG
GAAGGAAGGC
ACGCTTCCTC
ARCCACAGAA
AGAGRAGCAA
AGAAGCTCAT
CARTCTCAAT
AGAGGATCAA
TTTTGAAGGC
TAAGATCACG
ARCGTTTICTG

GENIE> type arah2pls.pep

TRANSLATE of: arah2piB8.final check: 3822 from: 4 to:

ES 2 344 034 T3

TCCTCGAGGA
GGACACGTGG
CGAAGAGAGG
AAGAGAAGAA
ATCAGCAGCC
TGGGGARCAL
TTTCTACITC
GTAGGRTCCG
RATCTCCAGA
TETTCTTCCC
GGCAARGCCAC
CTTGACGAGS
CTTGARCOGC
CCGTTAACAC
GACCAATCAT
CTTCAATGCG
CAGGAGGTGA
AGTGAGARACA
AGAACTTACT
AGGGAGATAT
TCTARCAACT
CCAGCTTCAG
GAGCTTTGAT
GTCAACAARG
ACAACAGAGG
AGGGAEAGTAA
GATGTGTTCA
CGAACTCCAT
TCTTCCTTGC
GCGAAGGATT
CARABACCAG
CTCAATCTCC
GAGGAGGAAA
TTTTARCIGA
CTITTGTACT
COTIGTTTICT

CACACTGGCA
CCGCCARCCC
RAGGAGGLCG
GACTGGAGAC
ACGGAAARTA
CAGGTAGCCA
CCGTCAAGGC
GGTCCTGCAG
ATCACCGTAT
AAGCACGCTG
CGTGACCGTA
GCCATGCACT
CATGACAARCC
ACCCGGCCAG
CCTACTTGCA
GAATTCAATG
GCAAGAGGAG
ATGAAGGAGT
ARGCACGCTA
CACCAACCCA
TTGGGARGTT
GACCTGGACA
GCTCCCACAC
GRACTGGAAA
GGACGGOGGE
CAGAGAGGTG
TCATGCCAGE
CTGCTTGRCT
AGGTGATAAG
TAGCATTCCC
AAGGAATCTC
GTCGTCTCCT
ACCAAGGAGG
GAATGGAGGC
CTACTATCCA
cc

TABLA 20

generated symbols 1L to: 159.

Arah2pls

-Pep

1 LTILVALALF LLAAHASARQ QWELQGDRRT
S1 QRDEDSYERD DYSPSQDPYS PSPYDRRGAG
CMCEALQOIM ENQSDRLOCR QQEQQUKREL
SGGRDRY

101
151

Lengch:

1587

1996 15:24

35

Type:

CCACCAACCA
GGAGACTACG
ATGGGGACCA
AACCAAGAGA
AGGCCOGRAG
TGTGAGGGAA
GGTTTAGCAC
AGGTTTGACC
TGTGCAGATC
ATGCTGATAA
GCARATGGCA
CAGAATCCCA
AGAACCTCAG
TTTGAGGATT
GGGCTTCAGC
AGATACGGAG
AGAGGGCAGA
GATAGTCAAR
AATCCGTCTC
ATCAACTIGA
ATTTGAGGTG
TGATGCTICAC
TTCAACTCAR
CCTTGAACTC
ARGAAGAGGA
CGTAGGTACA
AGCTCATCCA
TCGGTATCAA
GACAATGTGA
TGGGTCGGET
ACTTTGTGAG
GAGRAAGAGT
GARGGGTCCA
AACTTGTTAT
ARAACTTATC

48¢

P Check:

2853

QSQLERANLP PCEQHLMQKI
SSQHQERCCHN ELNEFENNQR
RELPOOCGLR APQRUDLOVE
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Referencias citadas en la descripcion

Este listado de referencias citadas por el solicitante tiene como tnico fin la conveniencia del lector. No forma
parte del documento de la Patente Europea. Aunque se ha puesto gran cuidado en la compilacion de las referencias,
no pueden excluirse errores u omisiones y la OEP rechaza cualquier responsabilidad en este sentido.
Documentos de patentes citados en la descripcion

e WO 9420614 A [0004] e US 9615222 W [0116]
Literatura no relacionada con patentes citada en la descripcion

e A review of peanut chemistry: implications for the standardization of peanut extracts. Yunginger J.W.; Jones
RT. Proceedings of the Fourth International Paul Ehrlich Seminar on the Regulatory Control and Standardization of

Allergenic Extracts. Gustav Fischer Verlag, 16 October 1985, 251-64 [0028]

¢ Yunginger JW; Sweeney KG; Sturner WQ e? al. Fatal food-induced anaphylaxis. JAMA, 1988, vol. 260, 1450-
2 [0028]

e Sampson HA; Mendelson L; Rosen JP. Fatal and near-fatal anaphylactic reactions to food in children and
adolescente. N Engl J Med, 1992, vol. 327,380-4 [0028]

e Hoffman DR; Haddad ZH. Diagnosis of IgE-mediated reaction to food antigens by radioimmunoassay. J
ALLERGY CLIN IMMUNOL, 1974, vol. 54, 165-73 [0028]

e Chapman MD. Purification of allergens. Curr Opin Immunol, 1989, vol. 1, 647-53 [0028]

e Chapman MD. Monoclonal antibodies as structural probes for mite, cat, and cockroach allergens. J Immunol,
1987, vol. 139, 1479-84 [0028]

e Mourad W; Mecheri S; Peltre G; David B; Hebert J. Study of the epitope structure of purified Dac g I and Lol
p L, the major allergens of Dactylis glomerata and Lolium perenne pollens, using monoclonal antibodies. J Immunol,
1988, vol. 141, 3486-91 [0028]

¢ Burks AW; Williams LW; Connaughton C; Cockrell G; O’Brien TJ; Helm RM. Identification and characteri-
zation of a second major peanut allergen, Ara h II, with use of the sera of patients with atopic dermatitis and positive
peanut challenges. J ALLERGY CLIN IMMUNOL, 1992, vol. 90, 962-9 [0028]

e Burks AW; Williams LW; Helm RM; Connaughton CA; Cockrell G; O’Brien TJ. Identification of a major
peanut allergen, Ara h I, in patients with atopic dermatitis and positive peanut challenges. J/ ALLERGY CLIN IMMU-
NOL, 1991, vol. 88, 172-9 [0028]

¢ Rouse DA; Morris SL; Karpas AB; Probst PG; Chaparas SD. Production, characterization, and species speci-
ficity of monoclonal antibodies to Mycobacterium avium complex protein antigens. Infect Immun, 1990, vol. 58, 1445-
99 [0028]

e Burks AW; Sampson HA; Buckley RH. Anaphylactic reactions following gammaglobulin administration in
patients with hypogammaglobulinemia; detection of 1gE antibodies to IgA. N Engl J Med, 1986, vol. 314, 560-4
[0028]

e Sutton R; Wrigley CW; Baldo BA. Detection of IgE and IgG binding proteins after electrophoresis transfer
from polyacrylamide gels. J Immunol Methods, 1982, vol. 52, 183-6 [0028]

e Towbin H; Staehelin T; Gordan J. Electrophoretic transfer of proteins from polyacrylamide gels to nitrocellu-
lose sheets; procedure and some applications. Proc Natl Acad Sci USA, 1979, vol. 76, 4350-4 [0028]

e Allergens and the genetics of allergy. Marsh DG. The antigens. Academic Press, 1975, vol. 3, 271-359 [0028]

e Sampson HA; McCaskill CC. Food hypersensitivity in atopic dermatitis: evaluation of 113 patients. J Pediatr,
1985, vol. 107, 669-75 [0028]

e Sachs MI; Jones RT; Yunginger JW. Isolation and partial characterization of a major peanut allergen. J ALLERGY
CLIN IMMUNOL, 1981, vol. 67, 27-34 [0028]

e Barnett D; Howden, MEH; Bonham B; Burley RW. Aspects of legume allergy research. proc Sydney Allergy
Group, 1985, vol. 4, 104-18 [0028]
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e Chapman MD; Heyman PW; Platts-Mills TAE. Epitope mapping of two major inhalant allergens, Der p I and
Derf I, from mites of the genus Dermatophagoides. J Immunol, 1987, vol. 139, 1479-84 [0028]

e Burks AW; Cockrell G; Connaughton C; Helm RM. Epitope specificity and immunoaffinity purification of the
major peanut allergen, Ara h I. J ALLERGY CLIN IMMUNOL, 1994, vol. 93, 743-50 [0028]

e O’Hehir RE; Young DB; Kay AB; Lamb JR. Cloned human T lymphocytes reactive with Dermatophagoides
farifia (house dust mite): a comparison of T- and B-cell antigen recognition. Immunology, 1987, vol. 62, 635-40 [0028]

¢ Yunginger JW; Squillace DL; Jones RT; Helm RM. Fatal anaphylactic reactions induced by peanuts. Allergy
Proc, 1989, vol. 10, 249-253 [0030]

e Sampson HA; Mendelson L; Rosen JP. Fatal and near-fatal anaphylactic reactions to food in children and
adolescents. N Engl J. Med, 1992, vol. 327, 380-384 [0030]

e Burks AW; Williams LW; Helm RM; Connaughton C; Cockrell G; O’Brien TJ. Identification of a major
peanut Allergen, Ara h I, in patients with atopic dermatitis and positive peanut challenges. J Allergy Clin Immunol,
1991, vol. 88, 172-179 [0030]

e Burks AW; Williams LW; Connaughton C; Cockrell G; O’Brien T; Helm RM. Identification and characte-
rization of a second major peanut allergen, Ara h II, utilizing the sera of patients with atopic dermatitis and positive
peanut challenge. J Allergy Clin Immunol, 1992, vol. 90, 962-969 [0030]

e Chee PP; Slightom JL. Molecular biology of legume vicilin-type seed storage protein genes. Subcell Bioch,
1991, vol. 17, 31-52 [0030]

e Dure L. An unstable domain in the vicilin genes of higher plants. N Biol, 1990, vol. 2, 487-493 [0030]

e Jansen J.J.; A.FM. Kardinaal; G. Huijber; B.J. Vleig-Boerstra; B.P. Martens; T. Ockhuizen. Prevalence of
food allergy and intolerance in the adult Dutch population. J. Allergy Clin. Immunol., 1994, vol. 93, 446-456 [0052]

e Sampson H.A. The role of food allergy and mediator release in atopic dermatitis. J. Allergy Clin. Immunol.,
1988, vol. 81, 635-645 [0052]

e Bock S.A.; FEM. Atkins. The natural history of peanut allergy. J. Allergy Clin. Immunol., 1989, vol. 83, 900-904
[0052]

e Sampson H.A.; I. Mendelson; J.P. Rosen. Fatal and near-fatal anaphylactic reactions to food in children and
adolescents. N. Engl. J. Med., 1992, vol. 327, 380-384 [0052]

¢ Yunginger, J.W.; K.G. Sweeney; W.Q. Sturner; L.A. Giannandrea; J.D. Teigland; M. Bray; P.A. Benson; J.A.
York; L. Biedrzycki; D.L. Squillace ef al. Fatal food-induced anaphylaxis. JAMA, 1988, vol. 260, 1450-1452 [0052]

¢ Bernhisel-Broadbent, J.; S. Taylor; H.A. Sampson. Cross-allergenicity in the legume botanical family in chil-
dren with food hypersensitivity. II. Laboratory correlates. J. Allergy Clin. Immunol., 1989, vol. 84, 701-709 [0052]

e Taylor, S.L.; W.W. Busse; M.I. Sachs; J.L. Parker; J.W. Yunginger. Peanut oil is notallergenic to peanut
sensitive individuals. J. Allergy Clin. Immunol., 1981, vol. 68, 372-375 [0052]

e Burks A.W.; L.W. Williams; R.M. Helm; C. Connaughton; G. Cockrell; T. O’Brien. Identification of a major
peanut allergen Ara h I, in patients with atopic dermatitis and positive peanut challenge. J. Allergy Clin. Immunol.,
1991, vol. 88, 172-179 [0052]

e Burks A.W.; G. Cockrell; J.S. Stanley; R.M. Helm; G.A. Bannon. Recombinant peanut allergen Ara h I ex-
pression and IgE binding in patients with peanut hypersensitivity. J. Clin. Invest., 1995, vol. 96, 1715-1721 [0052]

¢ Jameson, B.A; H. Wolf. The antigenic index: a novel algorithm for predicting antigenic determinante. Comput.
Appl. Biosci., 1988, vol. 4, 181-186 [0052]

e Gibbs, PE.; K.B. Strongin; A. McPherson. Evolution of legume seed storage proteins - a domain common to
legumins and vicilins is duplicated in vicilins. Mol. Biol. Evol, 1989, vol. 6, 614-623 [0052]

e Van Kampen, V.; WM. Becker; Z. Chen; H.P. Rihs; G. Mazur; M. Raulf; V. Liebers; S. Isringhausen-Bley;

X. Baur. Analysis of B-cell epitopes in the N-terminal regién of Chi 11 component III using monoclonal antibodies.
Molecular Immunol., 1994, vol. 31, 1133-1140 [0052]

¢ Breiteneder, H.; F. Ferreira; A. Reikerstorfer; M. Duchene; R. Valenta; K. Hoffman-Sommergruber; C.
Ebner; M. Breitenbach; D. Kraft; O. Scheiner. Complementary DNA cloning and expression in Escherichia coli

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2344 034 T3

of Aln g I, the major allergen in pollen of alder (Alnus glutinosa). J. Allergy Clin. Immunol., 1992, vol. 90, 909-917
[0052]

e Ball G.; M.J. Shelton; B.J. Walsh; D.J. Hill; C.S. Hosking; M.E. Howden. A major continuous allergenic
epitope of bovine bata-lactoglobulin recognized by human IgE binding. Clinical and Experimental Allergy, 1994, vol.
24, 758-764 [0052]

e Aas, K.; S. Elsayed. Physico-chemical properties and specific activity of a purified allergen (codfish). Develop-
ments in Biological Standardization, 1975, vol. 29, 90-98 [0052]

¢ Elsayed, S.; E. Holen; T. Dybendal. Synthetic allergenic epitopes from the amino-terminal regions of the major
allergens of hazel and birch pollen. Int’l. Archives of Allergy & Applied Immunology, 1989, vol. 89, 410-415 [0052]

e Herian, A.M.; S.L. Taylor; R.K. Bush. Identification of soybean allergens by immunoblotting with sera from
soy-allergic adults. Int. Arch. Allergy Appl. Immunol., 1990, vol. 92,193-198 [0052]

e Shanti, K.N.; B.M. Martin; S. Nagpal; D.D. Metcalf; P.V. Rao. Identification of tropomyosin as the major
shrimp allergen and characterization of its IgE-binding epitopes. J. of Immunology, 1993, vol. 151, 5354-5363 [0052]

e Van der Stoep, N.; W. Korver; T. Logtenberg. In vivo and in vitro IgE isotype switching in human B lymphocy-
tes: evidence for a predominantly direct IgM to IgE class switch program. European J. of Immunol., 1994, vol. 24,
1307-1311 [0052]

e Reisman, R.E. Fifteen years of hymenoptera venom immunotherapy: changing concepts and lessons. Allergy
Proceedings, 1994, vol. 15,61-63 [0052]

¢ Fitzsimons, T.; L.C. Grammer. Immunotherapy-definition and mechanism. Allergy Proc., 1990, vol. 11, 156
[0052]

e Birkner, T.; H. Rumpold; E. Jarolim; H. Ebner; M. Breitenbach; O. Scheiner; D. Kraft. Evaluation of
immunotherapy-induced changes in specific IgE, IgG, and IgG-subclasses in birch pollen-allergic patients by means
of immunoblotting. Correlation with clinical response. Allergy, vol. 45, 418-426 [0052]

e Scheiner, O. Recombinant allergens: biological, immunological and practical aspects. Int Arch Allergy Immunol.,
1992, vol. 98, 93-96 [0052]

e Gordon, B.R. Future immunotherapy: what lies ahead?. Otolaryngol Head Neck Surg., 1995, vol. 113, 603-605
[0052]

e Sparholt, S.H.; O.T. Olsen; C. Schou. The allergen specific B-cell response during immunotherapy. Clinical
and Experimental Allergy, 1992, vol. 22, 648-653 [0052]

e Gieni, R.S.; X. Yang; K.T. Hayglass. Allergen-specific modulation of cytokine synthesis patterns and IgE res-
ponses in vivo with chemically modified allergen. The Journal of Immunol., 1993, vol. 150, 302-310 [0052]

o Secrist, H.; C.J. Chelen; Y. Wen; J.D. Marshall; D.T. Umetsu. Allergen immunotherapy decreases interleukin
4 production in CD4+ T cells from allergic individuals. J. Exp. Med., 1993, vol. 178, 2123-2130 [0052]

e Garcia, N.M.; N.R. Lynch; M.C. Di Prisco; R.I. Lopez. Nonspecific changes in immunotherapy with house
dust extract. J Invest. Allergol. Clin. Immunol., 1995, vol. 5, 18-24 [0052]

e Oppenheimer, J.J.; H.S. Nelson; S.A. Bock; F. Christensen; D.Y. Leung. Treatment of peanut allergy with rush
immunotherapy. J. Allergy Clin. Immunol., 1992, vol. 90, 151-152 [0052]

e Fung-Leung, W.P.; J. DeSousa-Hitzler; A. Ishaque; L. Zhou; J. Pang; K. Ngo; J.A. Panakos; E. Chourmou-
zis; F.T. Liu; C.Y. Laii. Transgenic mice expressing the human high-affinity immunoglobulin (Ig) E receptor alpha
chain respond to human IgE in mast cell degranulation and in allergic reactions. J. of Exp. Med., 1996, vol. 183, 49-
56 [0052].

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2344 034 T3

REIVINDICACIONES
1. Un método de modificar la inmunogenicidad de un alérgeno que comprende la identificacién de uno o mas
epitopos de unién de la IgE del alérgeno, y la mutacién de uno o mds epitopos de unién de la IgE para que la unién de
la IgE en suero de los individuos con hipersensibilidad a uno o mds epitopos de unién IgE se reduce o, la unién de la
IgE en suero en individuos con hipersensibilidad al alérgeno es reducido, donde el alérgeno es un alérgeno alimentario
y en el que s6lo el 1 mutacién de aminodcido se hace en uno o més epitopos de unién de la IgE.
2. El método de la reivindicacion 1 donde el alérgeno es Ara h II.

3. El método de la reivindicacién 2 en la que uno o mas de los epitopos de unién de la IgE que estd mutado e
identificado en la SEQ. ID N° 2.

4. El método de la reivindicacién 1 donde el alérgeno es Arah I.

5. El método de la reivindicaciéon 4 en la que uno o mds de los epitopos de unién de la IgE que estd mutado e
identificado en la SEQ. ID N° 4.

6. Un alérgeno alterado por el método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso en la medicina.
7. El uso de un alérgeno alterado por el método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en la fabricacién de

un medicamento para el tratamiento de una persona alérgica en el que una cantidad efectiva del medicamento se
administra para reducir una reaccién alérgica a dicho alérgeno.
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FIG. &
Clon Arahll

ACG AGG CTC ACC ATA CTA GTA GCC CTC GCC CTT TTC CTC CTC GCT GCC 48
Thr Arg Leu Thr Ile Leu Val Ala Leu Ala Leu Phe Leu Leu Ala Ala

CAC GCA TCT GCG AGG CAG CAG TGG GAA CTC CAA GGA GAC AGA AGA TGC 96
His Ala Ser Ala Arg Gin Gln Trp Glu Leu Gla Gly Asp Arg Arg Cys

CAG AGC CAG CTC GAG AGG GCG RAC CTG AGG CCC TGC GAG CAA CAT CTC 144
Gln Ser Gln Leu Glu Arg Ala Asn Leu Arg Pro Cys Glu Gln His Leu

ATG CAG AAG ATC CAA CGT GAC GREG GAT TCA TAT GAA CGG GAC CCG TAC 182
Met Gln Lys Ile Gln Arg Asp Glu Asp Ser Tyr Glu Arg Asp Pro Tyr

AGC CCT RAGT CAG GAT CCG TAC AGC CCT AGT CCA TAT GAT CGG AGA GGC 240
Ser Pro Ser Gln Asp Pro Tyr Ser Pro Ser Pro Tyr Asp Arg Arg Gly

GCT GGA TCC TCT CAG CAC CAA GAG AGG TGT TGC AAT CGAG CIG ARC GAC 288
Ala Gly Ser Ser Gln His Gln Glu Arg Cys Cys Asn Glu Leu Asn Glu

TTT GAG AAC AAC CAA AGG TGC ATG TGC GAG GCR TTG CAA CAG ATC ATG 136
Phe Glu Rsn Asn Gln Arg Cys Met Cys Glu Ala Leu Gln Gin Ile Met

GAG AAL CAG AGC GAT AGG TTG CAG GGG RGG CAA CAG GAG CAA CAG TTC 384
Glu Asn Gln Ser Asp Arg Leu Gln Gly Arg Gin Gin Giu Gln Gin Phe

AAG AGG GAG CTC AGGE BAC TTG CCT CAA CEG TGC GGC CTT AGG GCA CCA 4352
Lys Arg Glu Leu Arg Asn Leu Pro Gln Gin Cys Gly Lsu Arg Alz Pro

CAG CGT TGC GAC TTG GAC GIC GAR AGT GGC GCU AGA GAC AGA TRC TRA 480
Gln Arg Cys Asp Leu Asp Val Glu Ser Gly Gly Arg Asp *rg Tvr

ACACCTATCTCAARAAAAGAARRGARAAGARAAGAAAATRGCTTATATATAAGCTATTATCTATGGTTAT
GTTTAGTTTEGGTAATAATAARGATCATCACTATATGAATGTGT TGATCGTGTTRACTAAGGCARGCTTA
GGTTATATGAGCACCTTTAGAGTGCTTIT TATGECGTICTCTATGTTTTGTTCCTGCACAGTIGTAACCAT
CTTIGARATAATATAARAAGATCATGTTTIGTTAPAAPASSFRABARBAADARA
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

(1)
(i)
(iii)
@iv)

)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

SOLICITANTE: UNIVERSIDAD DE ARKANSAS

TITULO DE LA INVENCION: ALERGENICOS DEL CACAHUETE Y METODOS

NUMERO DE SECUENCIAS: 4

DIRECCION POSTAL:
(A) DESTINATARIO: Patrea L. Pabst

(B) CALLE: 2800 One Atlantic Center 1201 West Peachtree Street

(C) CIUDAD: Atlanta

(D) ESTADO: GA

(E) PAIS: EE.UU.

(F) CODIGO POSTAL: 30309-3450

LECTOR DE ORDENADOR
(A) TIPO MEDIO: Floppy disk
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Publicacién # 1.0, Version # 1,25

APLICACION ACTUAL DE DATOS:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION:
(C) CLASIFICACION:

SOLICITUD ANTERIOR DE DATOS:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: PCT/US96/15, 222
(B) FECHA DE PRESENTACION: 23 de septiembre 1996
(C) CLASIFICACION:

AUTORIDAD/AGENTE DE INFORMACION:
(A) NOMBRE: Pabst, Patrea L.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 31.284
(C) REFERENCIA/NUMERO DE EXPEDIENTE: HS 103

INFORMACION DE TELECOMUNICACIONES:
(A) TELEFONO: (404)-873-8794
(B) TELEFAX: (404)-873-8795

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 1:

®

(i)

(iii)
(iv)

CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 474 nucleétidos
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) STRANDEDNESS: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADNc
(A) Descripcion: identificado como Ara h II clon de ADNc

HIPOTESIS: n
ANTI-SENTIDO: No
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(v) TIPO DE FRAGMENTO: No aplica

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Arachis hypogaea
(B) DEFORMACION: Florunner
(C) INDIVIDUAL ISOLATE:
(D) Fase De Desarrollo: las semillas
(E) HAPLOTIPO: No aplica
(F) TIPO DE TEJIDO: cDNA de semillas

(vii) FUENTE INMEDIATA:

(A) BIBLIOTECA: biblioteca de expresién de ADNc de semillas florunner en Uni-ZAP XR vector

(ix) ESPECIAL:
(A) NOMBRE/CLAVE:
(B) LOCALIZACION:

(©) METODO DE IDENTIFICACION: Mediante acuerdo con la informacién y la secuencia de la

proteina consenso establecido

(D) OTRA INFORMACION: la proteina de almacenamiento de semillas y alérgenos

(xi) DESCRIPCION SECUENCIA: SEQ ID NO: 1:

CTCACCATAC TAGTAGCCCT CGCCCTITTTC CICCTCGCTIG COCAQGCATC TGCGAGGCAG
CAGTGGGAAC TCCAAGGAGA CAGAAGATGC CAGAGCCAGC TCGAGAGGGC GAALCTGAGG
CCCTGOGAGC AACATCTCAT GCAGAAGATC CAACGTGACG AGGATTCATA TGAACGGGAC
CCGTACAGCC CTAGTCAGGA TCCOGTACAGC CCTAGTCCAT ATGATCGGAG AGGUGCTIGGA
TCCTCTCAGC ACCAAGAGAG GTGTTGCAAT GAGCTGAACG AGTTTGAGAA CAACCAMAGG
»‘l‘GCATG‘DGCG AGGCATTGCA ACAGATCATG GAGAACCAGA GCGATAGGTT GCAGGGGAGG
CRACAGGAGC AACAGTTCAR GAGGGAGCTC AGGAACTTGC CTCAACAGTG CGGCCITAGG

GCACCACAGC GTTGCGACTT GGACGTOGAA AGTGGCGGCA GAGACAGATA CTAA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 157
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i1) TIPO DE MOLECULA: la secuencia de aminoécidos

(A) Descripcioén: identificado como clon Ara h II de ADNc derivado de secuencia de aminodcidos

(vi) FUENTE ORIGINAL.:

(A) ORGANISMO: Arachis hypogaea

(B) DEFORMACION: Florunner

(C) AISLAMIENTO INDIVIDUAL:

(D) FASE DE DESARROLLO: las semillas
(ix) RASGO:

(A) NOMBRE/CLAVE:

60

120

i80

240

300

360

420

1474
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(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(B)
©)

D)

RASGO:

A)
(B)
©)
D)

RASGO:

A)
(B)
©
D)

RASGO:

A)
(B)
©
D)

RASGO:

(A)
B)
©
D)

RASGO:

A)
(B)
©)
D)

RASGO:

A)
(B)
©)
D)

RASGO:

A)
(B)
©
D)

RASGO:

A)
(B)
©
D)

ES 2344 034 T3

LOCALIZACION:

METODO DE IDENTIFICACION: Mediante acuerdo con la informacién y la secuencia de la

proteina consenso establecido

OTRA INFORMACION: la proteina de almacenamiento de semillas y alérgenos

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminodcidos 15-24

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como epitopo Ara h 2 IgE vinculante, el péptido 1

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminodcidos 21-30

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como epitopo Ara h 2 IgE vinculante, el péptido 2

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminodcidos 27-36

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como epitopo Ara h 2 IgE vinculante, péptido 3

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminodcidos 39-48

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como epitopo Ara h 2 IgE vinculante, péptido 4

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminoacidos 49-58

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como epitopo Ara h 2 IgE vinculante, péptido 5

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminoacidos 60-69

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como epitopo Ara h II unién de la IgE, el péptido 3

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminoacidos 65-74

METODO DE IDENTIFICACION

OTRA INFORMACION: identificado como epitopo Ara h 2 unién de la IgE, el péptido 7

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminodcidos 81-90

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: epitopo identificado como Ara h II unién de la IgE, el péptido 4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(xi)

RASGO:
(A)
(B)
©
D)
RASGO:
A)
(B)
©)
D)
RASGO:
A)
(B)
©
D)
RASGO:
A)
(B)
©
D)
RASGO:
A)
(B)
©
D)

ES 2344 034 T3

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: amino4cidos 91-100
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: epitopo identificado como Ara h IT unién de la IgE, el péptido 5

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminodcidos 105-159

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: epitopo identificado como Ara h II unién de la IgE, el péptido 6

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminoacidos 115-124

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h 2 epitopo IgE vinculante, péptido 8

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminodcidos 127-136

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h 2 epitopo IgE vinculante, péptido 9

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminoacidos 143-152

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h 2 epitopo IgE vinculante, el péptido 10

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 2:

Leu
1

Seyr
Gin
Lys

Ser

65
Sar
Asn
Gln

Glu

Cys
148

Thr Ile Leu val Ala Leu Ala Leu Phe Leu Leu Ala Ala

5

19

Ala Arg Glo Gln Trp Glu Leu Gin Gly Asp Arg Arxg Cys

20

Leu Glu Arg Ala Asn Leu
35

Ile Gln Arg Asp Glu As

50

5

Arg Pro Cys Glu Gln His Leu

40

25

45

30

p Ser Tyr Glu Arg Asp Pro Tyr
5 60

His Ala
5

Gin Ser

Met Gln

Ser Pro

Gln Asp Pro Tyr Ser Pro Ser Pro Tyr Asp Arg Arg Gly Ala Gly
70 5 a0

Ser Gln ®is Gln Glu Aryg Cys Cys Asn Glu Leu Asn Glu
85 g0

Asn Gln Arg Cys Met Cys Glu Ala Leu Gln Gin Ile Met

100

105

110

Ser Asp Arg Leu Gln Gly Arg Gln Gln Glu Gin Gln PFhe

115

120

128

Leu Arg Asn lLeu Pro Gln Gln Cys Gly lLeu Arg Ala Pro

130

135

140

Asp Leu Asp Val Glu Ser Gly Gly Arg Asp Arg Tyx

150

155

Phe Glu
25

Glu Asn

Lys Arg

Gln Axg
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(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 3:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1930
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(A) Descripcidn: identificado como Ara h I ADNc
(iii) hipdtesis: n
(iv) ANTI-SENTIDO: No
(ix) Descripciéon XI SECUENCIA: SEQ ID NO: 3:

AATARTCATA TATATTCATC AATCATCTAT ATAAGTAGTA GCAGGAGCA ATG AGA
Met. Arg

GGG AGG GTT TCT CCA CTG ATG CTG T7TG CTA GGG ATC
Gly Arg Val Ser Pro Leu Met lLeu Leu Leu Gly Ile

TCA GTT TCT GCA ACG CAT GCC AAG TCA TCA CCT TAC
Ser Val Ser Ala Thr His Ala Lys Ser Ser Pro Tyr
20 25 30

GAG AAC CCC TGC GCC CAG AGG TGC CTC CAG AGT TGT
Glu Asn Pro Cys Ala Gln Arg Cys Leu Gln Ser Cys
35 40 45

GAT GAC TTG AAG CAA AAG GCA TGC GAG TCT CGC TGC
Asp Asp Leu Lys Gln Lys Ala Cys Glu Ser Arg Cys
55 60

TAT GAT CCT CGT TGT GTC TAT GAT CCT CGA GGA CAC
Tyr Asp Pro Arg Cys Val Tyr Asp Pro Arg Gly His
70 75

AAC CAA CGT TCC CCT CCA GGG GAG CGG ACA CGT GGC
Asn GIn Arg Ser Pro Pro Gly Glu Arg Thr Arg Gly
85 20

Leu
15

Gln

Gln

ACQC
Thy

ACT
Thr

CGC

95

GTC
Val

Lys

Gln

ARG
Lys

Gly
80

CARA
Gln

1

cTG
Leu

ARA
Lys

GAA
Glu

cre
Leu
65

ACC
Thy

cCC
Pro

GCT
Ala

ACA
Thr

CCG
Pro
50

GAG
Glu

ACC
Thr

GGA
Gly

55

103

151

198

247

29%

343
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ATA
Ile

Sex

TCA
Ser

Gre
val
195
AAT
Asn

cce
Pro

GCe
Ala

GAC
Asp

Leu
215

Pro

Arg

GCC
Ala

GAG
Glu

TAC
100
GGA
Gly

CCa
Pro

AGG
Arg

CAT
His

180
e
Leu

CAC
His

ARG
Lys

ACC
‘Thr

GAG
Glu
260

AAC
Asn

val

GAC

Gee
Ala

AAT
Asn
340

ccC
Pro

val
165

CAG
Gln

CAC
His

G1G
val
245

Gly

CGC

AAC
Asn

CAA
Gln

TTC
Phe
325

GCA
Ala

Phe

ATT
lle

GoY
Ala
230

ACC
Thr

CAT
Hisg

CAT
His

ACA
Thr

TCA
Ser
310

AART
Asn

GGA
Gly

GAC
Asp

GGA
Gly

GAT
Asp
1358

Gly

GAA
Glu

AGC
Sex

Phe

ey e
val
215

GAT
Asp

GTA
val

GCA
Ala

GAC
Asp

cee
Pro
295

TCC
Ser

GG
Ala

GGT
Gly

CGC
Arg

CCa
Pro
120

Trp

Arg

Glu

ACC
Thr

GAC
Asp
200

Gln

GCT
Ala

GCA
Ala

CTC
Leu

AAC
Asn
280

Gly

TAC
Tyr

GhA
Glu

GAG
Glu

CGT

108

ACA
Thr

Arg
185

Gln

ATC
Ile

GAT
Asp

AAT

AGA
Arg
265

CAG
Gin

CAG
Gln

Leu

TTC
Phe

CAA
Gln
345

ES 2 344 034 T3

Gln

Glu

Arg

GGA
Gly

TCT
Ser
170

TAC

AGG
Arg

GAG
Glu

AAC
Asn

Gly
250

ATC
Ile

AAC
Asn

Phe

CAG
Gln

AAT
Asn
330

GAG
Glu

cce
Pro

CGT
Axg

CCA
Pro

GAA
Glu
155

jaicle]
Arg

elee]
Gly

TCA
Ser

Gee
Ala

ATC
Ile
238

AAT
Asn

CCA
Pro

CTC
Leu

GAG
Glu

GGC
Gly
315

GAG
Glu

GAG
Glu

CGA RAGA GAG

Arg

GAA
Glu

AGT
Ser
140

CAA
Gln

AARC
Asn

ARC
hsn

AGG
Arg

Lys
220

Leu

AAC
Asn

TCC
Serx

AGA
Arg

GAT
Asp
300

Phe

ATA
Ile

AGA
Arg

Arg

AGA
Arg
125
CAT
His

GAG
Glu

AAC
Asn

Gln

CAG
Gln
295

CCT
Pro

val

AGA

GGT
Gly

GTA
Val
285

TEC
Phe

AGC
Ser

Ary

GGG
Gly

Glu
110

GAA
Glu

CAG
Gln

Txp

cCT
Pro

Anc
Asn
150

Phe

ARC
Asn

ATC
Ile

AAG
Lys

e
Phe
270

GCT
Ala

TTC
Phe

AGG
Arg

AGG
Arg

CAG
Gln
150

GAR
Glu

Glu

CAG
Gln

Gly

Phe
1715

GGT
aly

CAG
Gln

ACT
Thx

CAG
Gln

AGC
Ser
255

ATT
Ile

Lys

lala £
Pro

AAT
Asnt:

GTG
Val
315

AGG
Arg

GGA
Gly

aac
Asp

CCha
Pro

ACA
Thr
160

TAC

AGG
Arg

AART
Asn

o 3
Leun

CAA
Gln
240

Phe

T
Ser

ATC
Ile

Ala

ACG
Thr
320

Leu

CGA
Arg

Gly

Trp

Arg
145

CCA
Pro

e
Phe

ATC
Ile

CTC
Leu

GTY
Val
225

Gly

AAT
Asn

TAC
Tyr

TCC
Ser

AGC
Ser
308

TIG
Leu

TTA
Leu

TGG
Trp

AGA

130

Lys

GGT
Gly

€CG
Pro

CAG
Gln
210

Leu

CAA
Gln

Leu

ATC
Ile

ATG
Met
290

AGC
Ser

GAG
Glu

GAA
Glu

AGT
Ser

iz

433

187

535

583

§31

679

727

775

823

871

919

967

1018

1063

1111
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ACT
Thr
3585

GAG
Glu

Gly

Gly

CCA
Pro

™eT

Cys
435

Lys

CTC
Leu

GAG
Glu

AGG
Aryg

GCT
Ala
515

TTC
Phe

Lys

e
Phe

GAA
Glu

TCG
Ser
595

CGG
Arg

CAC
His

TCC
Ser

GAG
Giu

GAC
Asp
420
GTA
Val

GCC
Ala

GTG
val

GAG
Glu
TAC
500

CAT
His

Gly

AGT
Ser

GTT
val

GAA
Glu

cce
Pro
405

AAG
Lys

GAG
Glu

ATG
Met

Ala

GAC
Asp
485

ACA
Thr

Pro

ATC
Ile

AAT
Asn

Gly
}-1:3-1

cac
His

ccT
Pro

AGT
Ser

GAA
Glu

Glu
3%0

GAT

ARG
Lys

ATC
1le

GTT
Val

GTA
val
470

GAA
Glu

GCG
Ala

GTA
val

ARC
Asn

GTG
val
550

TCG
Ser

Phe

GAG
Glu

ES 2 344 034 T3

GAG ARC AAT GAA GGA GTG ATA GTC AAA
Glu Gly Val

Glu

GAA
Glu
375

GAG
Glu

Leu

AAC
Asn

Lys

ATC
Ile
455

AGA
Arg

GAC

Arg

GCC

Ala

GCT
Ala
535

ATA
Ile

GGT
Gly

GTG
val

Lys

Asn
360

CTT
Leu

GGA
Gly

T
Ser

cCe
Pro

GAA
Glu
440

GTC
Val

Lys

GAA
Glu

Leu

ATC
Ile
520

Glu

GAC
Asp

Gla

AGT
Ser

GAG
Glu
600

Asn

ACT
Thr

GAT
Asp

AAC
Asn

CAG
Gln
425

GGA
Gly

GTC
Val

GAG
Glu

GAA
Glu

AAG
Lys
508

AAC
Asn

AAC
Asn

CAG
Gin

Gin

GCT
Ala
585

TCT
Ser

Iie
36S

AAG CAC GCT AAA

Lys

ATC
1le

AAC
Asn
410

CIT
Leu

GCr
Ala

GTC
Val

Gln

GAG
Glu
480

Glu

GCT
Ala

AAC
Asn

ATA
Ile

Ggrr
val
%70

CeT
Arg

CCT
Pro

His

ACC
Thr
395

TIYT
Phe

CAG
Gln

TG
Leu

AAC
Asn

CAA
Gln
475

GAG
Glu

Gly

TCC
Ser

Cac
His

GAG
Glu
555

GAG
Glu

ccr
Pro

GAG
Glu

Ala
k¥:14]

AAC
Asn

GGG
Gly

GAC
Asp

ATG
Met

Lys
460

CAG
Gln

GGA
Gly

GAT

TCC
Ser

Arg
540

Lys
Lys
CAA

Gln

Lys

Lys

CCA
Pro

AAG
Lys

L3y ¢
Leu

e
Leu
445

GGA
Gly

Arg

AGT
Ser

GTG
Val

Glu
525

ATC
Ile

CAA
Gln

Leu

wTr
Serx

GAG
Glu
605

Val

Ce
Ser

ATC
Ile

TTA
Leu
GAC
430
CcCa

Pro

ACT
Thr

GGA
Gly

AAC
Asn
TTC
510

CTC
Leu

Phe

GCG
Ala

ATC
ile

CAR
Gln
590

GAT
Asp

Lys

GTC
val

AAC
Asn

TIT
Phe
415

ATG
Met

CAC
His

GGA
Gly

CGaG
Axrg

AGA
Arg
495

ATC
Ile

CAT
Hig

Leu

ARG
Lys

Lys
57%

T<T
Ser

CAA
Gin

GTG
val

TCA
Ser

Leu
400

GAG
Glu

ATG
Met

Phe

AAC
Asn

Arg
480

GAG
Glu

ATG
Met

CTG
Leu

GCA
RAla

GAT
Asp
560

ARC
Asn

Gln

GAG
Slu

TCA
Ser

ARG
Lys
385

AGA

GTG
val

cTC
Leu

AAC
Asn

Leu
465

Glu

val

CCA
Pro

Leu

Gly
545

TTA
Leu

Gln

T
Ser

GAG
Glu

ANG
Lys
370

Lys

GAA
Glu

Lys

ACC
Thr

Ser
450

Glu

Glu

CGT
Arg

GCA
Ala

GGC
Gly
$30

GAT
Asp

GCA
Ala

Lys

cCe
Pro

GAR
Glu
610

1159

1207

1255

1303

1351

13%9

1447

14985

1543

1591

1639

1687

173S

1783

1831

1879

AAC CAA GGA GGG AAG GGT CCA CTC CTT TCA ATT TTG AAG GCT TTT AAC 1927
Asn Gln Gly Gly Lys Gly Pro Leu Leu Ser Ile Leu Lys Ala Phe Asn
615 620 625

TGA 19390
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(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 4:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:

(i)
(vi)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

A)
(B)
D)

LONGITUD: 626
TIPO: aminodacido

TOPOLOGIA: desconocido

TIPO DE MOLECULA: Glicoproteina
FUENTE ORIGINAL:

A)
(B)
©)

RASGO:

A)
(B)
©

D)

RASGO:

A)
(B)
©)
D)

RASGO:

A)
(B)
©
D)

RASGO:

(A)
B)
©
D)

RASGO:

A)
(B)
©)
D)

RASGO:

A)
(B)
©)
D)

RASGO:

@A)

ORGANISMO: Arachis hypogaea
CEPA: Florunner
INDIVIDUAL ISOLATE: Arah 1

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION:

METODO DE IDENTIFICACION: Mediante acuerdo con la informacién y la secuencia de la
proteina consenso establecido

OTRA INFORMACION: Ia proteina de almacenamiento de semillas y alérgenos

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminoacidos 25-34

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, péptido 1

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminodcidos 48-57

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, el péptido 2

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminodcidos 65-74

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, péptido 3

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminoacidos 89-98

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, péptido 4

NOMBRE/CLAVE:

LOCALIZACION: aminoacidos 97-105

METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, péptido 5

NOMBRE/CLAVE:
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(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(B)
©)
D)

RASGO:

A)
(B)
©
D)

RASGO:

(A)
B)
©
D)

RASGO:

A)
(B)
©)
D)

RASGO:

A)
(B)
©)
D)

RASGO:

A)
B)
©
D)

RASGO:

(A)
B)
©
D)

RASGO:

A)
(B)
©)
D)

RASGO:

A)
(B)
©)
D)

ES 2344 034 T3

LOCALIZACION: aminodcidos 107-116
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, péptido 6

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: amino4cidos 123-132
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, péptido 7

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: aminodcidos 134-143
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, péptido 8

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: aminodcidos 143-152
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, péptido 9

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: aminoacidos 294-303
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, el péptido 10

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: aminodcidos 311-320
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, el péptido 11

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: aminodcidos 325-334
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, el péptido 12

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: aminodcidos 344-353
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, el péptido 13

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: aminodcidos 393-402
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, el péptido 14
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(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

RASGO:

(A)
(B)
©
D)

RASGO:

A)
(B)
©)
D)

RASGO:

A)
(B)
©
D)

RASGO:

A)
(B)
©
D)

RASGO:

A)
(B)
©
D)

RASGO:

(A)
(B)
©)
D)

RASGO:

A)
(B)
©)
D)

RASGO:

A)
(B)
©
D)

RASGO:

A)
(B)
©
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NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: aminodcidos 409-418
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, el péptido 15

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: aminodcidos 461-470
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, el péptido 16

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: aminodcidos 498-507
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, el péptido 17

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: aminodcidos 525-534
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, el péptido 18

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: aminodcidos 539-548
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, el péptido 19

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: aminodcidos 551-560
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, el péptido 20

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: amino4cidos 559-568
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, el péptido 21

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: aminodcidos 578-587
METODO DE IDENTIFICACION:

OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, el péptido 22

NOMBRE/CLAVE:
LOCALIZACION: amino4cidos 597-606
METODO DE IDENTIFICACION:

10
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(D) OTRA INFORMACION: identificado como Ara h I IgE epitopo, el péptido 23

ES 2344 034 T3

(ix) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 4:

Met Arg Gly Arg Val Ser Pro Leu Met Leu
1 5

Leu
Lys
Glu
Leu
6%

Thr
Pro
Gly

Trp

Arg

Ala
Thr
Pro
50

Glu
Thr
Gly
Arg
Axg

130

Lys

Ser
Glu
35

Asp
Tyr

Asn

Asp

Trp
115

Gln

Ile

val
20

Asn
Asp
Asp
Gln
100
Gly

Pro

Axrg

Ser

Pro

Leu

Pro

Axg

8%

Asp

Pro

Axg

Pro

Ala

Cys

Lys

Arg

70

Ser

Asp

Ala

Glu

Glu

Thr

Ala

Gin
85

Cys
Pro
Asp
Gly
Asp

135
Gly

His
Gln
40

Lys

val

Pro

Pro
120

Trp

Arg

10
Ala Lys
25
Arg Cys
Ala Cys
Tyr Asp
Gly Glu
90
Arg Gln
165
Arg Glu

Arg Arg

Glu Gly

11

Leu

Ser

Leu

Glua

Pro

Arg

Pro

Arg

Pro

Glu

Ser
Gln
Ser
60

Arg
Thr
Arg
Glu
Ser

140

Gin

Gly Ile
Pro Tyr
30

Ser Cys
15

Arg Cys
Gly His
Arg Gly
Arg Glu

110

Arg Glu
128

His Gin

Glu Trp

Leu
15

Gln
Gln
Thy
Thr
Arg
19

2} §51
Glu

Gin

Gly

Val
Lys
Gln
liys
Gly
80

Gln
Gly
Asp

Pro

Thr
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145

Pro
Phe
Ile
Leu
val

225

Gly

Ser
Ser
308
Leu
Leu
Trp
Ser
Lys
385
Axg
Val
Leu
Asn
Leu

465

Glu

Gly

Pro

Arg

Gln
210

Leu
Gln
Leu
Ile
Met
290
Serx
Glu
Glu
Ser
Lys
370
Lys
Glu
Lys
Thr
sSer
450

Glu

Glu

Ser
Ser
Vval
195
Asn
Pro
Ala
Asp
Leu
215
Ero
Arg
Ala
Glu
Thr
ass
Glu
Gly
Gly

Pro

Cys
435
Lys

Leu

Glu

His
Arg
180
Leu

His

Lys

Glu
260
Asn
Val
hsp
Ala
Asn
340
Arg
His
Ser
Glu
Asp
420
val
Ala

val

Glu

val
165
Axg
Gln
Axg
His
val
245
Gly
Arg
Asn
Gln
Phe
325
Ala
Ser
val
Glu
Pro
40%
Lys
Glu
Met

Ala

Asp
485

ES 2 344 034 T3

is0

Arg
Phe
Arg
Ile
Ala
230
Thr
His
His
Thr
Ser
310
Asn
Gly
Ser
Glu
Glu
380
Asp
Lys
lle
Val
val

470

Glu

Glu
Ser
Phe
val
215

Asp

val

Asp
Pro
285
Ser
Ala
Gly
Glu
Glu
3175
Glu
Leu
Asn
Lys
Ile
459

Arg

Asp

Glu

Thr

Asp
200
Gin
Ala
Ala
Leu
Asn

280

Gly

Glu
Glu
Asn
360
Leu
Gly
Ser
Pro
Glu

440

val

Lys

Glu

Thr
Arg
18%
Gln
Ile
Asp
Asn
Axg
268

Gln

Gln

fhe
Gln
345
Asn
Thr
Asp
Asn
Gln
425
Gly
val

Glu

Clu

12

Ser
170

TYr
Arg
Glu
Asn
Gly
2590
Xle
Asn
FPhe
Gln
Asn
330
Glu
Glu
Lys
Ile
Asn
410
Leu
Ala
Val

Gln

Glu
490

158

Arg Asn

Gly Asn
Ser Arg
Ala Lys

220

Ile Leu
23S

Asn Asn
Pro Ser
Leu Arg
Glu Asp

300

Gly Phe
318

Glu Ile
Glu Arg
Gly val
His Ala

380

Thy Asn
395

Phe Gly

Gln Asp

Leu Met

Asn Lys
460

Gln Gln
475

Glu Gly

Asn
Gln
Gln
205
Pro
val
Arg
Gly
val
285
Phe
Ser
Arg
Gly
Ile
365
Lys
Pro
Lys
Leu
Leu
445
Gly

Arg

Ser

Pro
Asn
190
Phe
Asn
Ile
Lys
Phe
270
Ala
Phe
Arg
Arg
Gln
350
Val
Ser
Ile
L.eu
Asp
430
Pro
Thr

Gly

Asn

Phe
175
Gly
Gln
Thr

Gln

Ser
255

ile

Lys
Pro
Asn
val
335
Arg
Lys
Val
Asn
Phe
415
Het
His
Gly
Arg

Arg
485

160

Arg
Asn
Leu
Gln
240
Phe
Ser
Ile
Ala
Thr
320
Leu
Arg
val
Ser
Leu
400
Glu
Met
Phe
Asn
Arg

480

Glu



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

val

Pro

Gly

545

Gin

Ser

Glu

Phe
625

Arg Arg
Ala Ala
%15

Gly phe
530

AsSp Lys

Ala Phe

Lys Glu

Pro Ser
595

Glu Asn
610

Asn

Tyx
500
His
Gly
Asp
Pro
Ser
580

Ser

Gln

Thr
Pro
Ile
Asn
Gly
565
His
Pro

Gly

ES 2 344 034 T3

Ala Arg Leu Lys Glu

val
Asn
val
550
Ser
Phe

Glu

Gly

Ala
Ala
535
Ile
Gly
Val

Lys

Lys
615

1le
520
Glu
Asp
Glu
Ser
Glu

600

Gly

505

Asn Ala
Asn Asn
Gin Ile
Gln val

870

Ala Arg
SBS
Ser Pro

Pro Leu

13

Gly Asp
Ser Ser
His Arxg

540

Glu Lys
555

Glu Lys
Pro Gln

Glu Lys

Leu Ser
620

val

Glu

525

Ile

Gln

Leu

Ser

Glu

605

Ile

Phe
810
Leu
Phe
Ala
Ile
Gln

580

Asp

Ile

His

Leu

Lys

Lys

515

Ser

Gln

Lys

Met

Leu

Ala

Asp

560

Asn

Gln

Glu



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias

