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ES 231921873

DESCRIPCION

Derivados de alérgenos de proteinas.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para reducir la actividad alergénica de alérgenos de proteinas
de tipo salvaje, derivados de alérgenos nuevos y estrategias para la vacunacién contra la alergia.

La alergia es la alternancia especifica hereditaria o adquirida de la capacidad de reaccion frente a sustancias fo-
rdneas (es decir, no propias) que normalmente son inocuas (“alérgenos”). La alergia estd relacionada con reacciones
inflamatorias en los sistemas de érganos afectados (piel, conjuntiva, nariz, faringe, mucosa bronquial, tracto gastro-
intestinal), sintomas de enfermedades inmediatas, tales como rinitis alérgica, conjuntivitis, dermatitis, choque anafi-
lactico y asma, y manifestaciones de enfermedades crénicas, tales como las reacciones de etapas tardias en asma y
dermatitis atdpica.

La alergia de Tipo I representa una enfermedad de hipersensibilidad determinada genéticamente que afecta a
aproximadamente el 20% de la poblacién mundial industrializada. El sello patofisiolégico de la alergia de Tipo I es la
produccién de anticuerpos de inmunoglobulina E (IgE) contra antigenos inocuos de otro tipo (alérgenos).

En la actualidad, la inica forma causativa de tratamiento de la alergia es una inmunoterapia especifica de alérgenos
en la que las dosis de alérgenos en aumento se administran al paciente con el fin de inducir apatias especificas de
alérgenos. Aunque diversos estudios han mostrado la eficacia clinica de la inmunoterapia especifica de alérgenos, los
mecanismos subyacentes no se comprenden en su totalidad.

La principal desventaja de la inmunoterapia especifica de alérgenos es la dependencia del uso de extractos de
alérgenos naturales que son dificil, si no imposible, de normalizar, al menos a nivel de produccién industrial. Tales
extractos de alérgenos naturales estdn constituidos por compuestos alergénicos y no alergénicos diferentes y por este
motivo es posible que ciertos alérgenos no estén presentes en el extracto administrado o -incluso peor- que los pacientes
puedan desarrollar nuevas especificidades de IgE a componentes en transcurso del tratamiento. Otra desventaja de la
terapia basada en extractos resulta del hecho de que la administracién de preparaciones de alérgenos biolégicamente
activos pueden inducir efectos secundarios anafilcticos.

La aplicacion de técnicas de biologia molecular en el campo de la caracterizacion de alérgenos ha permitido aislar
los ADNc que codifican todos los alérgenos medioambientales relevantes y ha permitido la produccién de alérgenos
recombinantes. El uso de tales alérgenos recombinantes ha hecho posible determinar el perfil de reactividad del pa-
ciente individual tanto por procedimientos de diagndstico in vitro (es decir, deteccion de anticuerpos IgE especificos
de alérgenos en suero) como por experimentacién in vivo. En base a esta tecnologia, parece que es posible la posi-
bilidad de desarrollar estrategias de vacunas basadas en componentes nuevos contra la alergia, en especial contra la
alergia de Tipo I, que se ajustan al perfil de sensibilizacién del paciente. Sin embargo, debido a la similitud de los
alérgenos recombinantes a sus homdélogos naturales, los alérgenos recombinantes también presentan actividad alergé-
nica significativa. Como los alérgenos recombinantes imitan estrechamente la actividad alergénica de los alérgenos
de tipo salvaje, también estdn presentes para los alérgenos recombinantes todos los inconvenientes relacionados con
esta actividad alergénica en inmunoterapia que aplica alérgenos naturales. Con el fin de mejorar la inmunoterapia, es
necesario reducir la actividad alergénica de los alérgenos recombinantes de tal forma que la dosis de los alérgenos
administrados se puede aumentar con sélo un bajo riesgo de efectos secundarios anafilacticos.

Se ha sugerido influir exclusivamente la actividad de células T especificas de alérgenos por medio de la adminis-
tracién de péptidos que contienen solamente epitopes de células T. Los epitopes de células T representan péptidos
pequefios que resultan de la digestion proteolitica de alérgenos intactos por medio de células que representan anti-
genos. Tales epitopes de células T se pueden producir en forma de péptidos sintéticos. Los andlisis dirigidos hasta
la fecha con epitopes de células T, sin embargo, solamente han mostrado resultados escasos y baja eficacia. Se han
considerado diversas explicaciones para la baja eficacia de la inmunoterapia basada en péptidos de células T: en primer
lugar, puede ser dificil administrar la dosis éptima para conseguir la tolerancia en lugar de la activacion de células T. En
segundo lugar, los péptidos pequefios de epitopes de células T tendran una semivida corta en el cuerpo. En tercer lugar,
existe considerable evidencia de que la produccién de IgE en individuales atdpicos representa una respuesta inmune
de memoria que no requiere nuevos cambios de clase y asimismo no se puede controlar por medio de citoquinas deri-
vadas de células T. Las formas de terapia que estdn basadas exclusivamente en la administracién de epitopes de células
T pueden modular, por lo tanto, la actividad de células T especificas de alérgenos, pero pueden tener poca influencia
sobre la produccién de anticuerpos de IgE especificos de alérgenos por medio de células B de memoria cambiadas.

Se ha sugerido adicionalmente producir derivados o fragmentos de alérgenos hipoalergénicos por medio de tec-
nologia de ADN recombinante o sintesis de péptidos. Tales derivados o fragmentos llevan epitopes de células T y
pueden inducir anticuerpos de IgG que compiten con el reconocimiento por IgE del alérgeno nativo. Hace més de 20
afios se demostré que la digestion proteolitica de los alérgenos producia fragmentos pequefios de alérgenos que en
parte retenian su capacidad de unién a IgE pero no provocaban reacciones tipo inmediatas. Aunque la protedlisis de
alérgenos es dificil de controlar y de normalizar, la biologia molecular ha abierto nuevas vias para la produccién de
haptenos de unién a IgE. Se ha sugerido que tales haptenos de unién a IgE son titiles para la inmunizacién activa con
riesgos reducidos de efectos anafilacticos y para la terapia pasiva para saturar la union de células efectoras a IgE antes
del contacto del alérgeno y asi bloquear la liberacién del mediador inducido por alérgenos.
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Otra sugestion fue producir versiones de alérgenos hipoalergénicos por medio de la modificacién por ingenieria
genética basada en la observacion de que los alérgenos pueden aparecer de forma natural en forma de isoformas que
se distinguen en solamente algunos residuos de aminoacidos y/o en conformaciones con capacidad de unién a IgE
baja. Por ejemplo, la oligomerizacién del alérgeno principal del polen abedul, Bet v 1, por medio de modificacién
por ingenieria genética proporciond un trimero recombinante con actividad alergénica enormemente reducida. De
manera alternativa, se ha sugerido que la introduccién de mutaciones puntuales lleva a cambios conformacionales en
la estructura del alérgeno y de ese modo interrumpe los epitopes de IgE discontinuos o afecta de forma directa la
capacidad de unié6n a IgE (Valenta y col., Biol. Chem. 380 (1999), 815-824).

También se ha mostrado que la fragmentacién del alérgeno en algunas partes (por ejemplo en dos partes) lleva a
una pérdida casi completa de la capacidad de unién a IgE y actividad alergénica del alérgeno debido a la pérdida de
sus pliegues similares a los natives (Vrtala y col. (J. Clin. Invest. 99 (1997), 1673-1681) para Bet v 1, Twardosz y col.
(BBRC 239 (1997), 197-204) para Bet v 4, Hayek y col. (J. Immunol. 161 (1998), 7031-7039) para Aln g 4, Zeiler
y col. (J. Allergy Clin. Immunol.100 (1997), 721-727) para alérgenos de caspa bovina, Elfman (Int. Arch. Allergy
Immunol. 117 (1998), 167-173) para Lep d2), Westritschnig (J. Immunol. 172 (2004), 5684-5692) para Phlp 7),
...). La fragmentacién de proteinas que contienen epitopes de IgE fundamentalmente discontinuos/conformacionales
lleva a una reduccién sustancial de la capacidad de unién a IgE del alérgeno. En base a este conocimiento, en la
técnica anterior se investigo si tales fragmentos de alérgenos hipoalergénicos pueden inducir respuestas inmunolégicas
protectoras in vivo. (Westritschnig y col. (Curr. Opinion in Allergy and Clin. Immunol. 3 (2003), 495-500)).

En Vrtala S. y col. (Methods (2004) 32: 313-320) se describen las estrategias para convertir alérgenos en molé-
culas hipoalergénicas. Estas estrategias implican la produccién de fragmentos de alérgenos, mutantes de alérgenos y
derivados de alérgenos modificados quimicamente.

El documento EP 1 403 280 se refiere a vacunas que comprenden una molécula hipoalergénica derivada del alér-
geno de polen de festuca roja Phl p 7.

En el articulo de Niederberger V. y col (PNAS (2004) 101: 14677-14682) se describe el uso de alérgenos modifi-
cados por ingenieria genética, en particular de fragmentos de Bet v 1 recombinantes para vacunacion.

En Valenta R. y col. (Science (1991) 253: 557-560) se desvela la identificacién de un alérgeno de polen de abedul
que tiene una homologia de secuencia elevada a las profilinas. Los autores de este articulo descubrieron que los
anticuerpos de IgE de individuos alérgicos son capaces de unir la profilina de abedul si como la profilina humana.

Un objeto de la presente invencién es proporcionar medios y procedimientos para una inmunoterapia de alergia
mejorada basada en el conocimiento arriba mencionado. Tales procedimientos y medios deberian ser eficaces, en
relacién con un bajo riesgo para el choque anafilactico, facilmente aplicables y adaptados a las necesidades de un
paciente individual y facilmente transformables en escalas industriales.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona un procedimiento para producir derivados de alérgenos de proteinas
de tipo salvaje con actividad alergénica reducida, que se caracteriza por las siguientes etapas:

- proporcionar un alérgeno de proteina de tipo salvaje con una actividad alergénica,

- dividir dicho alérgeno de proteina de tipo salvaje en dos partes, teniendo dichas dos partes una actividad
alergénica reducida o careciendo de actividad alergénica y

- volver a unir dichos dos fragmentos en orientacion inversa.

El presente procedimiento estd basado en el hecho de que la fragmentacion de proteinas que contienen epitopes de
IgE fundamentalmente discontinuos/conformacionales lleva a una reduccién sustancial de la capacidad de unién a IgE
del alérgeno. Sin embargo, los fragmentos de ciertos alérgenos eran mucho menos inmunogénicos para inducir una
respuesta de anticuerpo protectora (Westritschnig y col., (2004)).

Con el presente procedimiento, se proporcionan derivados de alérgenos de proteinas nuevos y definidos que com-
binan las ventajas de los enfoques basados en epitopes de células B y células T. Al mismo tiempo, las desventajas de
vacunacién con fragmentos solamente o disposiciones sofisticadas de fragmentos (tales como haptenos de unién a IgE
e intercambio con tres 0 mds fragmentos) no estin presentes para los derivados de alérgenos de la presente invencion.

De hecho, se podria mostrar con la presente invencion que los resultados 6ptimos se pueden obtener con la estruc-
tura que, con respecto a la integridad de los elementos de la estructura, se asemeja mds estrechamente al alérgeno de
tipo salvaje (es decir, con todos los aminoacidos del alérgeno de tipo salvaje), sin embargo, sin su actividad alergénica
(o con una actividad alergénica suficientemente reducida). Por supuesto, si sélo se pierden (eliminan) unos pocos re-
siduos de aminodcidos o se afiaden (insertan) en el transcurso de la generacién de los derivados de alérgenos o si las
partes se combinan por medio de un enlace en lugar de una combinacién directa, todavia estdn presentes las ventajas
de acuerdo con la presente invencién. Esta reduccién o anulacién de la actividad alergénica se consigue por medio del
principio conocido y general de dividir el alérgeno en los fragmentos definidos. Ademads de este principio general, la
presente invencion vuelve a unir las dos partes del alérgeno obtenido en la orientacién inversa que lleva a derivados de
alérgenos que contienen esencialmente toda la informacion estructural relevante del alérgeno (ya que la secuencia de
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aminodcidos estd contenida en su totalidad o casi en su totalidad en los derivados de alérgeno de acuerdo con la presente
invencidn) pero sélo con actividad alergénica restante baja (o sin ella) en comparacion con el alérgeno de tipo salvaje.

Estos derivados “cabeza a cola” de acuerdo con la presente invencién posibilitan una inmunoterapia adecuada,
individual y eficaz para los pacientes alérgicos que se puede escalar ficilmente con etapas rutinarias. Los derivados
de acuerdo con la presente invencién inducen anticuerpos de IgE protectores que pueden bloquear la unién a IgE del
paciente a los alérgenos de tipo salvaje e inhibir la desgranulacién del baséfilo inducido por el alérgeno.

El presente procedimiento es especialmente adecuado para la tecnologia de ADN recombinante. Una vez que el
derivado se ha construido por medio de la modificacién por ingenieria genética, se puede obtener facilmente en can-
tidades considerables por medio de la expresion transgénica a nivel industrial en huéspedes adecuados. Los derivados

de alérgenos de acuerdo con la presente invencion se pueden producir preferiblemente en un huésped con capacidad
de expresion elevada.

Los alérgenos preferidos que se tienen que modificar por medio de la presente invencién incluyen todos los alérge-
nos de proteinas principales disponibles, por ejemplo, segiin www.allergen.org/List.htm. Los grupos especificamente
preferidos de alérgenos de acuerdo con la presente invencion incluyen profilinas, en especial Phl p 12, alérgenos de
abedul, en especial Bet v 4, alérgenos de acaros del polvo, en especial Der p2, alérgenos de dcaros de almacenamiento,
en especial Lep d 2, alérgenos de festuca roja, en especial Phl p 7, y los alérgenos enumerados en la tabla A.

TABLA A

Alérgeno preferido que se va a modificar por medio de intercambio de acuerdo con la presente invencion (incluyendo
ejemplos de referencia)

ALERGENOS
Hombre especi=
Nombre alérgenc ID. Biogquin. o FH ADNc o Referencia,
Honbre osoleto proteina s=gun n?

Anbrosia artemisiifolia
ambrosia corta

Amb a 1 antigeno g 8 [o 8, 20

Amb a 2 antigeno x 38 C 8, 21

hmb a 3 Ra3 1t C 22

Amb a 3 RaS 5 C 11, 23

hmb a 6 Ra6 10 C 24, 25

Amb a ? Ra7 12 4 26
Ambrosis trifida
ambrosia gigante

Mob t 5 RasSG 4.4 C 9, 10, 27
Artemisia vulgaris
artemnisa

Art v 1 27-28 C 28

Art v 2 , L 35 P 28R

Art v 3 proteina transf. lipidos 12 P 53

Art v 4 profilin 14 [of 5a
Helianthus annuus )
girasol

Rel a 1 34 29A

Bel a 2 profilina 15.7 [o Y15210
Mercurialis annua

Mer a 1 profilina 14-15 C ¥13271
Caryophyllales
Chenonodium album
cenizo, bledo

Che a 1 17 C AY048012, 29B
pie de ganso blanco

Che a 2 profilina 14 C AY082337

Che a 3 polcalcina 10 c AY082338
Salsola kali
barrilla pinchosa

sal k1 43 )4 29C

Rosales
Humulus japonicus
lupulo japonés

Hum j 4w [ AY335187
Parietaria judaica

pPar j 1 proteina transf. lip. 1 15 c véase lista de isoalérqenos

Par j 2 proteina transft. lip.2 o véase lista de 1soaléraenos

rar § 3 profilina < véase lista de isocalérgenos
Parietaria cfficinalis

Par o 1 proteina transf. lipidos 15 25D
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Cynodon dactylon

césped de
Cyn
Cyn
cyn
cyn
Cyn
Cyn
Cyn

las Bermudas

d 1

d 7

d 12 profilina
d 15

d 22w enolasa
d 23 Cyn d 14

d 24 P. relacionada patogén

Dactylis glomerata
cesped del huerto

Dac
pac
bac
Dac

gl AgDqgl
qg 2
g 3
g5

Festuca pratensis
prado fescue

Feg

P 4w

Rolcus lanatus
césped aterciopelado

ol

Lolium perenne

césped de
Lol
Lol
Lol
Lol
Lol

11

centeno

p1l grupo I

p 2 grupo II

p 3 grupo Irix

P S Lol p IX, Lol p 1b
p 11 hom: inhibidor tripsina

Phalaris aquatica
césped canario

Pha

al

Phleum pratense
festuca roja Phl p 1

PRl
Phl
Phl
Phl
Phl
Phl
Phl

Ag25

L) N BT ]

11 hom. inhibidor tripsina
12 profilina

13 poligalacturonasa

WU T VT VT

Poa pratensis
pasto azul de Kentucky

Poa
Poa

Pp1 yrupo g
p5

Sorghum halepense
Johnson grass

Sor

h 1

60

27
11
il
31/3s5
16

27

32

55-60

33
31/34

0

O0On0n0QUMOoOn

O ro

v O oaoaao

wOono o

Owm D

30, 583343

31, X9125%6

3la, ¥0839C
AFS517686

pendiente

AES517685
pendiente

32
33, 845354
33a, U25343
34

2277084

35, 36

37, 37a, X13363

38
34, 39
39a

40, sSB0654

X78813
X75925, 41
41a

42

227082, 43
AF521563, 43A
X77583, 44
AJ236848

46
34, 47

a8
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C. Arboles
Arecales
Phoenix dactylifera
palnera de datiles
?ho d 2 profilina

Fagales
Alnus glutinosa
aliso
Xn g 1
Betula verrucosa
abedul get v 1

BEt v 2 profilina
8t v 3
8et v 4
Ret v & h: 1soflavona reductasa
Bet v 7 ciclofilina
Carpinus betulus
carpe
Car b 1
Castanea sativa
castafio
Cas 5 1
Cas s 5 quitinasa
cas s 8 proteina transf lipidos
Corylus avellana
avellano Cor a 1
Cor a 2 profilina
Cor a 8 proteina transf. lipidos
Cor a 9 118 Prot. sim. globulina
Cor a 10 prot. unidn luminal
Cor a 11 78 prot. sim. wvicilina

Querxcus alba
roble blanco
Que a 1

Lamialcs
Oleaceae
Fraxinus excelsiox
fresnofFra e 1
Ligqustrum vulgare
aligustre Lig v 1
Olea europea
olivo Ole
Ole
Cle
Ole
Ole
Dle
Ole

Ole proteina union Cal+
Ole beta-1. 3-glucanasa
Ole e 10 glicosil hidrolasa hom.
Syringa vulgaris
lila syrv1
Plantaginaceae
Plantago lanceolata
platano inglés
Pla ) 1}

profilina

superd=ido dismutasa

oM@ doOODOOO
10 @ - NS Witd e

20
20
16
15
9.

16
10

21
16
11

20

18

17

e

33.%
18

17

22

-18
2

L]

[sXeNeReNeNe]

v

aa

anNamMN oY

v

(o]

- HeNeNeNelNel

asturias p.c.

SS0892

véase lista de alérgenos
M65179

X78267

XB7153. S54819

véase lista de al#rgenos
PB1531

veéase lista de alérgenos

52

53

véase lista de i1soalérgenos

Beyex p.c.
AJ295617
RF441864

54

587, AFS26295
58A

59, 60

60A

60B

P80741

PB0740

60C, U86342
60D, P81430
60E, AF078679
NF249675

60F, AY082335

S8A

PB42242
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55, 56
7, D29772
A1243570

vease lista de alérgencs
r=f pendiente

PB1294
57TA, RJ404653
578, PB1295

S7C, AF031471

58

P818B25, 58B

P82817
P82967
Itis p.c.

AJ006774

AF277B40
Cheong p.c.
Cheong p.c.
Us9102
Cheong p.c.
61

Pinales
Cryptomeria japorica
Sugi Cxy 3§ 1 41-45 ¢
Cry j 2 c
Cupressus arizonica
Ciprés
Cup a 1 43 c
Cupressus sempervirens
ciprés comun
Cup & 1 43 c
Cup s 3w 34 o
Juniperus ashei
cedro de montafia
Jun a 1 43 P
Jun a 2 c
Jun a 3 30 4
Juniperus oxycedrus
enebro albar
Jun o 4 hom: calmodulina 29 ¢
Juniperus sabjinoides
cedro de montaila
Jun 3 1 50 2
Junipervs virginiana
cedro rojo occidental
Jun v 1 93 P
Platanaceae
Platanus acerifolia
pldtano de Londres
Pla a1l 18 p
Pla a 2 43 |3
Pla a 3 proteina transf. lipidos 10 p
D. Mites
Acarus siro artropondo
dcaro Aca s 13 prot.unidn acido gras. 147 c
Blomia tropicalis
acaro Blo t 1 cisteina proteasa 39 C
Blo ¢ 3 tripsina 24> c
Blo £ 1 ,)1fa anilasa 56 ¢
Blo t 5 (o]
8lo t 6 quimotripsina 25 c
Blo t 10 tropomiosina 33 c
Blo t 11 paramiosina 110 c
Blo t 12 Btlla c
Blo t 13 Bt6t, prot. unidn acid. gras c
Blo t 19 pep hom. antimicrokb 7.2 [¢
Deymatophagoides farinae
dcaro del polvo doméstico americano
Der £ 1 cisteina proteasa 25 c
Der f 2 14 c
ber £ 3 tripsina 30 c
ber £ 7 24-31 C
per ¢ 10 tropomiosina c
per f 11 paramiosina 98 c
Der £ 14 mag3, apolipoforina c
per t 15 98k quitinasa 98 c
Der f 16 gelsolina/villina 53 c
Der f 17 proteina EF unidn Ca 53 c
Der f 18w 60k guitinasa 60 [of
Dermatophagoides microceoras
dcaro del polvo doméstico
Der m 1 cisteina proteasa 25 P
Dermatophagoides pteronyssinus
dcaro del polvo doméstico suropeo
Der p 1 .antigeno Pl1, cist. prot. 25 4
Der p 2 14 C

EF525465,

61A

U27479
050106
Cheong d.c.

69
70

63

+ 70R, v2ase lista iscalérgenos

SW:Q26456, 71

12

727

D17€86
ARF178772
71A

1A

Weber p.c.

68

62

, véase lista isoalérgenos
62A-C, v&ase lista isoalérgencs
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Der £ 3 tryvpsin 3¢ C 53
Dar ¢ 3 24-31 = SW:(2645€, 71
Der ¢ 10 tropamyosin o 7
Der f 11 paramyosin 98 [ 12h
Dor f 12 mogd, opolipophorin T 017686
cer f 1% 98k chitinasc 98 C NE17B772
Der f 14 gelsolin/villin 53 c 1h
Texr t 17 Ca binding EF protein 53 C RRY.
per t 18x 60k chitinass 60 S Weber p.c.
Dermatophagaides rdcroceras
housc dust mite
Der m 1 cystuine proleass 25 & L1
Darmatophagoides pteronyssinus
European house cust mite
Lber p 1 antigen P, cysteine protease 25 [ G2
Der p 2 14 [ 62a-:,
Jens
Der p 3 triosina 28/30 ¢ 63
vor p 1 amilasa 60 P 64
Der p 5 14 c 65
Ler p € quinotripsina 25 P s¢
Der p 7 22/28 ¢ 6?
ner p 8glutacion transferasa c 675
Dex p 5 pro. serina colagenol 2 678
Der p 10 tropom:iOosina 3¢ < ¥14906
der p 14 prot. similiyar apolipoforina C Epton p.c.
Evroglvphus maynei
acaro Eur n 2 c
Eur m 34 avolipoforina 177 c RF149027
Glycyphagus doaesticus
acaro de almacenamiento
Gly o ¢
Lepidoglyphus destructor
Acaro de almacenamiento
Lep d 2 Jep d 1 15 [
Lepd 5 c 75, AJ250276
lLepd 7 (o4 75, AJ271058
Lep d 20 tropomiosina c 75A, AJ250096
iep d 13 c 75, AJ250279
Tvroohacus putrescentiae
dcaro de almacenamiento
Tys p ? c 758, Y126950
E. Animales
Bos domesticus
ganado doméstico
Bos d 2 AQd, lipocalina 20 c
{véase tanmnbién alimentos)
Bos d 3 hom. S100 unién Ca 11 c 135834
Bos d 4 alta-lactalbumina 14.2 C 1518780
Bos d 5 beta-lactoglobulina 18.3 C X14712
Bos d 6 albumina de suero 67 c #72993
Bos d 7 innunoalobulina 160 77
Bos d 8 caselnas 20~30 27
Canis familiaris
(Canis domesticus)
Can f 1 25 Cc 78, 7%
pEYYO Can £ 2 27 C 78, 7%
can £ 3 albumina c S72946
Can £ 4 18 F AS58491

ES 231921873

c 728, véase lista de 1spalérgenos

see list of isoallergens
sen list of isocaller-

véase lista de 1socalérgenos

73, 74, 4n, véase lista de isoslergenos

76, veéase lista de alérgenos
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Equus caballus
caballo doméstico

Equ ¢ 1 li1oocalina 25
Equ ¢ 2 lipocalina 18.5
Equ ¢ 3 Ag3 - albumina 67
Bqu Cc o 17
EqQu ¢ 5 Ag¥ 17
Felis domesticus
Jgato(saliva)
Fel d 1 gato -1 EL
Fel d 2 albumina
Fel d 3 cistatine i1
Fel d & lipnocalina 22
Fel d 5% inmunoglobulina A 400
Fel d 6¥ jinpmunoglobulina B
800~
1000
Adedovyin p.c.
Fel d 7w 1innunoglobulina 6 150
Cavia poxcellus
conejillo de indias
Cav p 1 homologo de lipocalina 20
cav p 2 17
Mus musculus
ratdn (orina)
Mus m 1 MUP 19
Rattus norvegius
rata (orina)
Rat n 1 17
F. Hongos (noho)
1. Ascemycota
1.1 Dothideales
flternaria alternata
Alt a1 28
Alt @ 2 25
Alt a 3 prot choque del calor 70
Alt a 4 prot disultidoisomerasa 57
Alt a 6 prot P2 acido ribosomnal 11
Rlt a 7 proteina YCP4 22
Alt a 10 aldehida deshidrogenasa 53
Alt a 11 enolasa 45
At a 12 prot Pl acido ribosomal (i
Cladosporium herbarum
Cla h'1 13
Cla h 2 23
€la h 3 aldehido deshidrogenasa 53
Cla h 4 prot P2 acido ribosomnal 11
Cla h 5 proteina YCP4 22
Cla h édenolasa 46
Cla h

Asp
Asp
Asp
Asp
Asp
ASp
Asp
Asp
Aep
ASp
Asp
ASp
Asp
Asp
Asp
Asp
nsp
Asp
R3p

L T T e T T W T T T e T T O T W S T T ]

12prot. Pl acido ribosonmal 11
1.2 Eurotiales :
Aspergillus flawvus

Asp fl 13 protserina alcalina
Aspergillug fumigatus

1
2

3 proteina peroxisomal
4

5 netaloproteasa

6 Mn superox=ido dismut
7

8 prot. P2 ribosonal

9

1iproteasa asoartica

34

31

l1li1somerasa peptidil-prolilz24
12 prot choque del calcrpgq 9o

13 prot serina alcalina
15

16

17

18 prot <eerina vacuolar
22w enolasa

23 Liproteina ribosonal

34
16
43

34
45
4

LI T - N e

naaon

ol

acoonocoOon0cnoan

el Ns XN}

oM aaaoaonon

2]

aan

g70823
798, 7683

79¢C
730

., X74045

Goubran Botros p.c.

15

T9E
J9F
hY4

. XB4Ba2
., RAF23899%
97902

adedoyin p.c.

Ade

SV :
S

B,

82,

doyin p.c.

P83507, 60
P83508

81R

83

UB2333

§3R, U62442
vB7807, uWB7808
XB84217

X78222, V87806
X78225

X78227, P42041
082437

%XB4216

83B, 83C
838, 83C
X78228
X78223
X78224
X78226
X85180

84

1483781, $39330
u56938

020722
AJ001732
230424

Us3561
AJ223315
AJ224333
AJ223327
%85092

B4A

e5

34B

AJ002026
93643813
RAJ224865

84cC

AF284645

85A, AF464911
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Aspercillus niger
Asp n 14 beta-=1losidasa 105
Asp n 18 Proteasa serina vacuolar 3q

Asp n 25 3-fitasa B 66-100

AsSp n ? 85
Aspergillus oryzae

Asp o 13 proteasza zeraina alcalina 34

asp o 21 TAKA-zmilasa A $3
Penicillium brevicompactum

Pen b 13 proteasa zerina alcalinaia
Penicillium chrysogenum
{formexly P. notatum)

Pen ch 13proteasa serina alcalina34

Pen ch 18prots=asa serina vacuolar32

Pen ch 20 N-ac2ti1l glucosaminidas 8
Penicillium citrinum

Pen c 3 prot. mem. peroxzisonal 18
Pen ¢ 13 Droteasa serina alcalina i3
pen ¢ 19 prot P?0 chogque calor g
Pen c 22w ENQlaca 4
pen ¢ 24 factor 1 beta elongacion

Penicilliium oxalicum
Pen o 18 proteasa serina vacuolar 34

1.3 Hypocreales
Fusartfum culmorum
Fus ¢ | Prot PZ ribosonal 11
Fus ¢ 2 Drot simiiar tioredoxina 13+

1.4 Onygenales
Trichophyton rubrum
Tri r 2
Tri r 4 proteasa serina
Trichophyton tonsurans
Tri v 1 30
Tri t 4 proteasa serina 83

10

e X p]

o0

[§]

nE108344
84B

853, P34754

284377

X17561
DO0Y34,

86X

87
87
872

863

86A
064207
AF254643
AY363911

878

AY077706
AY077707

88
88

B8A
88

433218
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1.5 Saccharomycetales
Candida albicans
Cand a 1
Cand a 3 proteina peroZisomal
Candida boidinii
Cand b 2

2. Basidiomycotina
2.1 Hymenomycetes
Psilocybe cubensis
Psi c 1
Psi c 2 ciclofilina
Coprinus comatus
matacandal

Cop ¢ 1 prot. cremallera leucina
Cop ¢ 2
Cop ¢ 3
Cap ¢ S
Cop ¢ 7

2.2 Urediniomycectes
Rhodotorula mucilaginosa
Rho m 1 Eenolasa

Rho m 2 proteasa serina vacuolar

2.3 Ustilaginomycetes
ralassezia furfur
Mala f 2 MF1, proteina
membrana peroxisonal
Kala f 3 MF2 proteina
membrana perozisonal
Mala f 4 malato deshidrogenasa
nitocondrial
Malassezla sympodialis
Mala 8 1

11

40
28

20

16

11

47

31

21

20

Qo

89
AY136739

J04%84, J04985

83Aa

nJ13223%
nJ242791
RJ242782
AJ242733
AJ242794

89B
AYS547285

ABQ11804, 90
ABO11805, 90

AF084828, S0A

x9e486, 91
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Mala
Mala
Mala
Mala
Mala
Mala 10 prot. 70 choque calor
Mala 3 11 Mn superdxzido dismut
3. Devteromycotina
3.1 Tuberculariales

Epicoccum ourourascens

(antes E. nigrunm)
Epi p 1 serina proteasa

[T 7 T RS I T I
O @@ o

G. Insectos

Aades aegyptii

mosquito
hed a 1l apirasa
Aed a 2

Apis mellifera

abeja de la niel
Api m 2 fosfolipasa A2
Api m 2 hialuronidasa
Api m 4 nelitina
hpi m 6
Api m 7 serina proteasa CUB
Bormbus pennsylvanicus
abejarrén
Bom p 1 tosfolipasa
Bom p 4 proteasa

Blattella germanica
cucaraché z)emana

Bla g 1 Bd90k

Bla g 2 proteasa aspartica
Bla g 4 calicina

Bla ¢ 5 (glutacidn transferasa
Bla g 6 troponina C

12

18*
17+

19+
37+
86
23

3¢

68
37

16
44

T-8
33

36
21
22
27

0oOO0OO0O0O0a0

4 B maao aa

[eReNsNeNg]

AJ011955
AJ011956
AJ011957, S1A
AJ011958, O1A
AJD11959, O1A
KJ428052
AJ548421

SW:PB3340, 91B

L12389
M33157

92

93

94

Rettner p.c.
AY127579

95
95

296
97
S8
58
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Periplaneta americana
cucaracha americana

Per a 1 Cr-PII
Per a 2 Cr-PI
Per a 7 tropomiosina

Chirxonomus kiiengsis

mosquilla Chi k 10 tropomiosina
Chironomus thummi thummi

nosquilla Chi t 1-9 hemoglobina

Chi t 1.01 componente I1I
Chi ¢t 1.02 componente IV
Chi t 2.0101 componente
Chi t 2.0102 componente Ini
chi t 3 compon=ente ri-beta
Chi t 4 componente IIIA
Chi t S componente VI
Chi t 6.01 componente VIIA
Chi t 6.02 componente IX
chi t 7 componente VIIB
Chi t 8 componente vIilx
Chi t 9 componente X

Ctenocephalides felis felis
piojo del gato
Cte £ 1
Cte £ 2 M1b
Cte £ 3
Thaumetopoea pityocampa
oruga procesionaria del pino
Tha p 1
Lepisma saccharina
pececillo de plata
Lep 5 1 tropomiosina
Dolichovespula maculata
avispdn cara blanca

Dol m 1 fosfolipasa Al
Dol m 2 hialureonidasa
Dol m 5 antigeno §

Dolichovespula arenaria
avispon amarillo
Dol a § antigeno §

13

72-78

37

32

27
25

15

J6

35
44
23

23

.5

onooOonNaoOnOo0OOn (@] aa

nnN

s e Ke!

98X
¥14854

AJ012184

99

P02225
p02230
p02221
p02221
02222
p02231
P02224
P02226
P02223
p02225
P02227
P02228

AF231352

PIR:A59396, 99A

4J309202

100
101
102, 103

1041
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Polistes annularies
avispa Pol a1

Pol a 2

Pol a 5
Polistes dominulus

ES 231921873

fosfolipasa Al
hialuronida=za
antigeno §

avispa de papel mediterrénea

Pol d 1

Pol d 4 Serina proteasa

Pol d 5
Polistes exclamans
avispa FPol e 1
Pol e 5
Polistes fuscatus
avispa Pol f 35
Polistes galiicus
avispa pPol g &
Polistes metricus
avispa Poel m 5
Vespa crabo
avispon europeo

fosfolipasa Al
antigeno §

antigeno §

antigeno 5§

antigeno S

vesp ¢ 1 fosfolipasa
vesp ¢ S antigeno S

Vespa mandarina

avispon asidtico gigante

Yesp m 1
Vespm S
Vespula flavopilosa

chagueta amarilla Ves f 5 antigeno §

Vespula germanica

chaqueta amarillaVes g § antigeno §

Vespul& naculifrons
chagqueta amarilla

ves m 1 fogfolipasa Al
ves m 2 hialuronidasa
Ves m 5 antigeno 5

Vespula pemnsylvanica
chaqueta anarilla
Ves p 5

Yespula squamosa
chagqueta amarilla
ves s 5

antigeno §

antigeno 5

14

35

23

32-34

34
23

24

23

34
23

23

23

33.5

23

23

23

0

O '

o)

105
105
104

Hoffman p.c.
Hoffman p.c.

P81656

107
104

106

£83377

106

107
106

Hoffman p.c.

P81657
106

106

108

104

106

106

109



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2319218 T3

Yespula vidua
AV1ISP3 Ves vi 5
Vespula wvulgaris
chagqueta amarilla

ntigenco S

o

ves v 1 fosfolipasa Al
ves v 2 hyaluronidase
ves v 5 antigenc 5

Myrmecia pilosula

hormiga saltadora australiana
Yyr p 1
Uyr p 2

Selenopsis geminata

hormiga de fuego tropical
Sol g 2
Sol g §

Selenopsis invicta

hormiga de tuego Gn) 1 2
Sol i 3
Sol 1 4

Solenopsis szevissima

hormiga de fuego brasilefia
Sol s 2

Triatoma protracta

chinche besucona de California

Tria p 1 Procalina

K. Alimentos
Gadus callarias
bacalao
Gad ¢ 1 alérgeno Y
Salmo salax
salmén atléntico
8al s 1 parvalbumina
Bos domesticus
ganado doméstico

15

35
14
23

13
24
13

20

12

12

«

ol

[N e Ne!

(@]

106

105A
1052
104

X70256
$B178S

Hoffman p.c.
Hoffman p.c.

11o0, 111
110
110

Hoffman p.c.

AF1790064, 111aA.

112, 113

X37824
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Bos d 1 alfa-lactalbimina  14.2
(leche)pos d 5 beta-lactoglobulinz 19,2
vease también aninales

Bos d 6 albinina de suerac  §7

pos d 7 inmunoglobulina 160

Bos 4 8 Caselnas 20-30
Gallus domesticus

pollo

Gal d 1 ovonucoide 28

Gal d 2 ovalbumina a4

Gal d 3 Ag22, conalbumina 78

Gal d 1 lisozina 14

Gal d 5 albunina de suero 69
Metapenaeus ensis
gamba Met e 1 tropomniosina
Penaeus aztecus
gamba Ppen a 1 tropomiosina 36
Penacus indicus
gamba pen 1 1 troponiosina 34
Penaeus monodon
gamba tigre negro

Per m 1 tropomiosina 38

Pen m 2 arginina quinasa 40
Todarodes pacificus
calamarroed p 1 troponiosina 38
flolix aspersa
caracol de jardin marrdn

Hel as 1 tropomiosina 36
Haliotis midae
oreja de nar

Hal m 1 49
Rana esculenta
rana comestible

Ran e 1 parvalbumina alfa 11,9+

Ran e 2 parvalbumina beta 11.7°
Brassica juncea
nostaza oriental

Bra j 1 28 albumina X
Brassica nepus
colza

Bra n 1 28 albumina 15

16

0O

2

nagaoaon

Q

an

1418780
X14712

M73983
77
77

114, 115
114, 115
114, 115
114, 115
X60688
006008
116

11€R

AF479772, 117

217A

¥14855, 117B

117¢

AJ315959
AJ414730

118

118A, PBO0208
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Brassica rapa
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nabo  are r 2 hem: prohevina 25
Hordeun wulgarxe
cebada gor v 15 BMAI-1 15
Ror v 16 alfa-anilasa
Hor = 117 beta-amilasa
Hor v 21 hordeina gamma-3 34 c
SwW:p80198
Secale cereale
zentenosec c 20 seralina
Triticum aestivunm
trigo Tri a 18 aglutinina
Tri a 19 gliadina omega-5§ 65 |4
Zea mays
imaiz
Zea m 14 proteina tranfer . lipidos ¢ p
Oryza sativa
arroz ory s 1 c
Apium graveolens
apio Api g 2 hom: Bet v 1 16% c
Api g 4 profilina
ApPi g & 55/58 P
Daucus carota
zanahoria Dau c 1 hom: Ret v 1 16 c
Dau c ¢ profilina C
Corylus avellana
avellana
Cor a 1.04 hom: Bet v 1 17 C
Cor a 2 profilina 14 I
Cor a 8 proteina tranfer. lipidos 9 C
Malus domestica
manzana Hal d 1 hom:Bet v 1 C
#al d 2 hom: taumatina c
Mal d 3 proteina tranfer lipidos ¢ c
Mal d ¢ profilina 14.4* ¢C
Pyrus communis
peTS Pyr ¢ 1 hom: Bet v 1 18
Pyr ¢ 4 profilina 14
Pyr ¢ 5 hom: isof lavona reductasa 33,5
Persea americana i
aguacate Pers a 1 endoguitinasa 32
Prunus armeniaca
albaricogque
Pru ar 1 hom: Bet v 1
Pru ar 3 prot. transf. lipid g
Prunus avium
cereza dulce
Prxu av 1 hom: Bet v 1
Pru av 2 hom: taumatina :
Pru av 3 prot. transf. lipid 10
pru av 4 profilina 15
Prunus domestica
ciruela europea
Pru d 3 prot. transf. lipid 9
Prunus persica i
nelocoténPru p 3prot. transf. lipad 10
pru p 4 profilina 14
Asparagus officinalis
esparrago
aspa o 1prot. transf. lipad 9
Crocus sativus
azafran Cro s 1 21
Lactuca sativa
lechugiac s 1 prot. transf. lipid 3.
Vitis vinifera
uva - Vit v 1 prot . transf. lipad ]
Musa x varadisiaca
platanomus xp 1 profilina 15
Ananas comosus
pliia
2na c 1 profilina 15
Apns ¢ 2 hbromelaina 22.8°
Citrns limon
limén cic 1 3 prot. transf. lipid 9

Citrus sinensis

17

naa

(%]

a

[ 20

0o

P81729

119

119A,

véas2 lista 1iscalérgenos
PIR:Rh59156

P13S656
1198, U31771
248967

AF129423
PB1943

117D, véase lista isoalérgenos
AF456482

véase lista isoalérgenos
AF327622
AF329829
véase lista isocalérgenos

AJ243427
Pastorello p.c.

véase lista isoalérgencs

AF037230
nF129424
nr071477

278202

093165

066076
U32440
AF221501
AF129425
119¢C
PA1402
véase lista de alérgenos

115D

Varasteh A-R p.cC.

viaths p.c.
P80274
AF377948
AF377849
118e~-G, D1405%

Torrejon p.c.
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naranja dulce

cit s 1 proteina similar germina 23

cit s 2 profilina
cit s 3 proteina transf.lipidos
Litchi chinensis
litchi Lit ¢ 1
Sinapis alba
mostaza amarilla

Sin a1l 25 albumina
Glycine max
soja Gly m 1 upes

Gly m 2

Gly m 3 profilina

Gly m 4 (SAM22) PR-10 prot.

Vigna radiata
judia mung
vig r 1 PR-10 proteina
Arachis hypogaea o
cacahuete Ara h 1 vicilina

Ara h 2 conglutina
Ara h 3 alicinina
ara h 1 glicinina
hra h 5 profilina ]
Ara h 6 hom: conglutina
Ara h 7 hom: conglutina
Ara h 8 Pr-10 proteina

Lens culinaris .
lenteja Len c 1vicilina

14
L]
15

14

14
17

47

Len ¢ 2prot. biotinilada semilla 56

Pisum savitum

Juisante Pis s 1 vicilina

Pis s 2 convicilina
Actinidia chinensis
kiwi Act ¢ 1 proteasa cisteina

act ¢ 2 prot.similar taumatina
Capsicum anonuuwm

pimiento
Cap a 1w Prot. similar osmnotina
Cap a 2 profilina
Lycopexsicon csculentum
tomate Llyc e 1 profilina
Lyc e 2 b-fructofurancsidasa
Lyc e 3 prot. transf lipidos
Solanua tuberosum
patata Sola t ) patatina
Sols t 2 inhibidor D catepsina

44
63

30
24

23
14

14

50
[

13
21

Sols t 3 inhib proteasa cisteina 21
Sola t 4 inhib proteasa aspartica 16+4

Bertholletia excelsa
nuez de Ppara )
Ber e i1 ¢$ albumina

)

nnn

VY v

w

c

[~

~“O0NOOOoO0O0 O oo o]

o N

o o

Ber e 2 }1S prot.almacensenilla glob..29 C

Jualans niara
nuez negra.

Jug n 1 2S5 albumina

Jug n 2 prot.similar vicilina
Juglans regie
nuez inglesa

Jug r 1 25 albumina

Jug r 2 vicilina

Jug r 3 prot. transf. lipidos
Anacardium occidentale

Anacardo Ana o 1 prot. similar vicilina

Ana o 2 prot . similar legumina

.y Ara © 3 25 5)bhunina
Ricinus comnunis

semilla de ricino
Ric ¢ 1 25 albumina
Sesamum indicum

sésamo ses i1 1 2s albumina
Ses i 2 2s albumina
Ses i 3 75 prot _similar vicilina
Ses i 4 oleosin
Ses 1 3 oleosin

Cucumis melo
melon bordado

19

56°

44

50

14

45
17
15

18

2] oo - el

aaaon

Toxrejon
Torrejon
Torrejon

vV
noo

AY04¢013

120

120a

A57106

véase lista de alérgenos
#60043, 1208

AY792956

L34402

L77197

AFQ093541
AF086821
AF0S59616
AF092846
AF0S81737

nY328088

véase lista de alérgencs
120C

véase lista de alérgenos
pendiente

P00785
SW:PB1370, 121

AJ2397410
nJ417552

AJ417583
véase lista de alérgenos
081996

P15476
P16348
220347
230941

P0A403, M17146
AY221641

2Y102930
RY102931

U66866
RF066055
Pastorello

véase lista de alérgenos
AF453947%
AY081853

P01083

121A, AF240005
AF091841
AF2400085
ARG23840
BAD42342
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=zerina proteasa 66

Cuc m 1 C D32306
Cuc m 2 profilina 14 [ KY271295
Cuc m 3 p. rel. patogénesis pR-1 16* P P83834
I. Otros
Anisakis simplex
nemnatodao
An% s 1 24 4 1218, A53069
An:‘. s 2 para_miosina 97 c WF173004
Ani s 3 broponicsing 11 c 121c, yig221
Ani s 4 a P P838BS
Argas reflexus
garrapata de palona
Arg r 1 17 c RJ637694
Ascaris suum
Jusano Asc s 1 10 P 122
Carica papaya
papaya Car p 3w papaina 23,4* ¢ 122A, M15203

Dendronephthya nipponica
coral suave
Den n 1 53 p 1228
Hevea brasiliensis
gomna  (latex)
Hev

b1 factor elongacidn 58 |4 123, 124
Hev b 2 1, 3—-glucanasa 34/36 © 125
Hev b 3 24 P 12¢, 127
Mev b 4 componente de 100~ P 128
complejo microhelix 115
Hev b § . i o) ud42640
Hev b 6.01Dr80u?30r haveina 20 c M36986, p02B77
Hev b &.02 haveina 5 C 136886, p02877
Hev b 6.03 fragmento C—terminal 14 c K36986, p02877
Hev b 7.01 hom:patatina de R-serumg§? C Us0598
Hev b 7.02 hom patatina de C-serumisg C AJT323038
Hev b 8 profilina 14 c véase listas de isoalérgenos
Hev b 9 englasa 51 [od AJ132580
Hev b 10 Mn superoxido dism 26 c véase lista de isocalérgenos
Hev b 11 guitinasa clase 1 c véase lista de isoalérgenos
Hev b 12 proteina transf. lipidos 9,3 c AY057880
Hev b 13 esterasa q2 )4 PB3269
Homo sapiens
autoalérgenos humanos
Hom s 1 73* c ¥14314
Hem s 2 10,3* € X80909
Hom 5 3 2021' c X399885
Hom s 4 36t Cc Y17711
Hem s 5 42,6* C P02538
Triplochiton scleroxylon
obeche Trip s 1 quitinasa clas= 1 38,5 P Kespchl p.c.
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vidad alergénica. Dependiendo del procedimiento, esta actividad se puede extinguir en su mayor parte del alérgeno de
proteina de tipo salvaje. De acuerdo con una realizacién preferida de la presente invencion, la reduccidn en la actividad
alergénica se mide por medio de una reduccién de la inhibicién de la capacidad de unién a IgE de al menos el 10%,
preferiblemente al menos el 20%, en especial al menos el 30%, en comparacién con el alérgeno de tipo salvaje. Se
muestra un procedimiento preferido en el apartado de ejemplo a continuacidn.

Una forma alternativa, pero también preferida para definir la reduccién en la actividad alergénica usa la medida
de unién de IgE. La ausencia de unién de anticuerpos IgE de los sueros de pacientes sensibles a alérgenos, a una
transferencia de puntos se considera una indicacién de la reduccién mas significativa. También este procedimiento se
muestra en el apartado de ejemplo a continuacion.

Los derivados obtenidos de acuerdo con la presente invencién se pueden combinar facilmente con un excipiente
farmacéuticamente aceptable y terminar en una preparacion farmacéutica.

Preferiblemente, los derivados se combinan con un adyuvante de vacuna adecuado y se terminan en una preparacién
de vacuna farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con una realizacion preferida, los derivados de acuerdo con la presente invencién se combinan con
otros alérgenos para proporcionar una vacuna de combinacion. Tales alérgenos son preferiblemente alérgenos de tipo
salvaje, especialmente una mezcla de alérgenos de tipo salvaje, alérgenos de tipo salvaje recombinantes, derivados de
alérgenos de proteinas de tipo salvaje o mezclas de los mismos. Tales mezclas se pueden realizar especificamente para
las necesidades (perfil de alérgeno) de un cierto paciente.

En una realizacién preferida, una preparacién farmacéutica como tal contiene adicionalmente un extracto de alér-
geno.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un derivado de alérgeno de un alérgeno de
proteina de tipo salvaje, teniendo dicho alérgeno de proteina de tipo salvaje una secuencia de aminodcidos de 1 a
Z, caracterizado por que dicho derivado adyacentemente contiene -en orientacién N-terminal o C-terminal- los dos
fragmentos de alérgeno de tipo salvaje X a Z y 1 a X, teniendo dichos dos alérgenos de tipo salvaje una actividad
alergénica reducida o ausencia de actividad alergénica.

Preferiblemente, el derivado de alérgeno de acuerdo con la presente invencion se caracteriza porque X aZy 1 a
X son al menos residuos de 30 aminoacidos de longitud, preferiblemente al menos 50 residuos de aminoécidos, en
especial al menos 60 residuos de aminodcidos.

Todavia se prefiere mds, si X a Zy 1 a X difieren en longitud en el 50% o menos, preferiblemente en el 30% o
menos, en especial en el 20% o menos.

Los derivados de alérgenos especificamente preferidos de acuerdo con la presente invencion se seleccionan de un
alérgeno de tipo I, preferiblemente de un alérgeno de la tabla A, mds preferido del polen de la festuca roja (Phelum
pratense), en especial Phl p 12, polen del abedul (Betula verrucosa), en especial Bet v 2 y Bet v 4, veneno contra
la chaqueta amarilla (Vespula vulgaris), veneno contra la avispa de papel (Polistes annularis), polen de la Parietaria
judaica, polen del césped de centeno, alérgenos de los dcaros del polvo, en especial Der p 2, etc.

Preferiblemente, los derivados de acuerdo con la presente invencion se proporcionan en forma de una composicién
de alérgeno en la que no sélo esté presente un alérgeno, si no dos o més. Los presentes derivados también se pueden
mezclar con extractos de alérgeno que estdn suplementados por los derivados de la presente invencién para sustituir
la ausencia de cantidades suficientes de alérgenos especificos en los extractos naturales. Las mezclas de alérgenos se
necesitan especificamente en pacientes que tienen reacciones alergénicas a no solamente un alérgeno. Por lo tanto,
se prefiere proporcionar los presentes derivados en forma de combinacién con alérgenos adicionales (otros) para
proporcionar una vacuna de combinacion.

Por lo tanto, los derivados de alérgenos de acuerdo con la presente invencion se pueden combinar preferiblemente
con alérgenos de tipo salvaje para proporcionar una composicién de alérgenos, en especial una mezcla de alérgenos
de tipo salvaje, alérgenos de tipo salvaje recombinantes, derivados de alérgenos de proteinas de tipo salvaje o mezclas
de los mismos (cada uno del mismo y/o diferente alérgeno y/o isoformas o mutantes de los mismos, siempre que se
proporcione una reduccion total de la actividad alergénica, en comparacién con el alérgeno recombinante o proteina
de tipo salvaje en la preparacion en su totalidad).

Preferiblemente, la presente preparacién contiene adicionalmente un extracto de alérgeno.
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El alérgeno o composiciéon de alérgeno de acuerdo con la presente invencién preferiblemente contiene un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere al uso de un derivado de alérgeno de acuerdo con la presente
invencion para la preparacién de un medicamento de inmunoterapia especifico de alérgeno.

Todavia otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de un derivado de alérgeno o una composicion de
alérgenos de acuerdo con la presente invencion para la preparacién de un medicamento para la inmunizacién pasiva.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere al uso de un derivado de alérgeno o una composicién de alérgenos
de acuerdo con la presente invencion para la preparacién de un medicamento para la inmunizacién profilactica.

Los derivados y composiciones de alérgenos de acuerdo con la presente invencion se pueden usar para la inmuni-
zacién profilactica de individuos que lleva a una prevencién eficaz de la alergia. Como los derivados y composiciones
de alérgenos de acuerdo con la presente invencioén, como los derivados del alérgeno Der p 2, muestran una respuesta
inmune alérgica reducida en comparacién con el alérgeno de tipo salvaje, no llevan a efectos secundarios no deseados.
De manera ventajosa, un medicamento como tal se puede administrar a nifios de la edad de 1 a 3 afios. Una vacuna-
cién como tal antes de que dicho nifio se ponga en contacto con alérgenos previene la formacién de anticuerpos de IgE
especificos de alérgenos en dicho nifo.

Preferiblemente, el medicamento contiene adicionalmente otros ingredientes adecuados, tales como adyuvantes,
diluyentes, conservantes, etc.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion el medicamento comprende de 10 ng a 1 g, pre-
feriblemente de 100 ng a 10 mg, en especial de 0,5 ug a 200 pg de dicho derivado de alérgeno recombinante por dosis
de aplicacién. Las formas preferidas de administracién incluyen todas las pautas de administracién convencionales
descritas y sugeridas para la vacunacién en general e inmunoterapia de alergia especificamente (por via oral, transdér-
mica, intravenosa, intranasal, mucosa, etc). La presente invencién incluye un procedimiento para tratar y prevenir la
alergia por medio de la administracién de una cantidad eficaz de las preparaciones farmacéuticas de acuerdo con la
presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a un procedimiento para producir un derivado de alérgeno de
acuerdo con la presente invencién que se caracteriza por las siguientes etapas:

- proporcionar una molécula de ADN que codifica un derivado de alérgeno de acuerdo con la presente inven-
cion,

- transformar una célula hospedadora con dicha molécula de ADN y
- expresar dicho derivado en dicha célula hospedadora y aislar dicho derivado.
Preferiblemente, dicho huésped es un huésped con elevada capacidad de expresion.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, un “huésped con capacidad de expresion elevada” es un huésped
que expresa una proteina de interés en una cantidad de al menos 10 mg/1 de cultivo, preferiblemente de al menos 15
mg/l, mas preferiblemente de al menos 20 mg/1. Por supuesto, la capacidad de expresion depende también del huésped
seleccionado y el sistema de expresion (por ejemplo, vector). Los huéspedes preferidos de acuerdo con la presente
invencién son E. coli, Pichia pastoris, Baciullus subtilis, células vegetales por ejemplo, derivadas del tabaco), etc.

Por supuesto, los derivados de alérgenos de acuerdo con la presente invencion también se pueden producir por
medio de cualquier otro procedimiento adecuado, en especial sintesis quimica o sintesis semi-quimica.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de un derivado de profilina que se puede obtener a partir de
una primera molécula de profilina de tipo salvaje por medio de un procedimiento de acuerdo con la presente invencién
o un derivado de alérgeno de una primera molécula de profilina de tipo salvaje de acuerdo con la presente invencién
para la fabricacién de un medicamento para la prevencién o el tratamiento de enfermedades alérgicas causadas por
una segunda molécula de profilina de tipo salvaje.

Result6 sorprendente que los anticuerpos inducidos por y dirigidos a derivados de profilina de una primera molé-
cula de profilina de tipo salvaje de acuerdo con la presente invencién también se unen a otras moléculas de profilina de
tipo salvaje. Por lo tanto, dichos derivados se pueden emplear para el tratamiento o prevencion de una serie de enfer-
medades alérgicas. Tales derivados de profilina se pueden usar en forma de vacunas de amplio espectro que permiten
inmunizar individuos con solamente una o dos moléculas inmunogénicas. La profilina representa un alérgeno que esta
expresado en todas las células eucaridticas y representa asi un pan-alérgeno que puede inducir alergias inhalativas (por
ejemplo, rinoconjuntivitis, asma) asi como sindromes de alergia oral después de la ingestién oral (prurito e hinchazén
de labios y la lengua) en pacientes sensibles.

Por ejemplo, el derivado Phl p 12 intercambiado, MP12, induce anticuerpos de IgG después de la inmunizacién que
reconocen profilinas a partir de tanto pdlenes como de alimentos derivados de plantas. Los anticuerpos inducidos por
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MP 12 inhiben IgE del suero de pacientes que se une a profilinas a partir de pélenes y también a profilinas derivadas
de alimentos derivados de plantas. Asi pues, el MP 12 asi como otras moléculas de profilinas intercambiadas son
adecuadas para el tratamiento de sensibilizacién cruzada de polen-alimento atribuible a la alergia a profilinas.

De acuerdo con una realizacién preferida, dichas primeras y dichas segundas moléculas de profilinas se seleccionan
del grupo que estd constituido por Phl p 12, Bet v 2, Art v 4, Anac, Api g4, Mus xp 1, Cor a 2, y Dau c 4.

En especial, estos alérgenos son adecuados para usarse de acuerdo con la presente invencion gracias a sus similitu-
des estructurales. Sin embargo, es obvio que también se pueden usar, por consiguiente, otros alérgenos que comparten
similitudes estructurales unas entre otras.

Dicha primera molécula de profilina es preferiblemente Phl p 12 y dicha segunda molécula de profilina se selec-
ciona preferiblemente del grupo que esta constituido por Bet v 2, Art v4, Anac, Api g4, Mus xp 1, Cora 2, y Dau c
4.

Los experimentos revelaron que especialmente los derivados de Phl p 12 se pueden usar en forma de vacunas de
amplio espectro. Un derivado particular preferido estd constituido por una proteina de fusién, en la que los aminodcidos
1 a77 del Phl p 12 de tipo salvaje se condensan en el extremo N-terminal a los aminodcidos 78 a 131 (véase Fig. 1).

Los derivados de profilina Bet v 2, Art v 4, Ana c, Api g 4, Mus xp 1, Cor a 2, y Dau ¢ 4 como se desvela en
la presente memoria descriptiva y que se pueden obtener por medio de un procedimiento de acuerdo con la presente
invencion se usan preferiblemente para el tratamiento y/o prevencion de sensibilizacién al polen-alimento atribuible a
la alergia a la profilina.

La presente invencién se describe adicionalmente por medio de los siguientes ejemplos y las figuras de dibujos,
todavia sin estar restringida a los mismos.

La Figura 1 muestra una representacion esquemadtica de la estructura primaria de MP 12 (un alérgeno Phl p 12
intercambiado de acuerdo con la presente invencidn) en comparacién con Phl p 12 de tipo salvaje;

La Figura 2 muestra espectros CD de Phl p 12 de tipo salvaje y MP12. La elipticidad por residuo medio [6] (eje y)
de Phl p 12 y el derivado MP12 se muestra para un intervalo de longitudes de onda (eje x);

La Figura 3 muestra tincién con Coomassie de un SDS PAGE al 14% cargado con fracciones de MP12 recombi-
nante que se expuso a una columna de poliprolina. La banda M representa el marcador de peso molecular, la banda 1
representa la fraccién de flujo, las bandas 2-4 las fracciones de lavado, las bandas 5-6 las fracciones de elusién. Los
pesos moleculares (kDa) se indican en el margen izquierdo;

La Figura 4 muestra la reactividad a IgE de Phl p 12 y MP12 punteados en nitrocelulosa. Las proteinas punteadas,
asf como la albimina de suero humano (HSA) a efectos de control negativo, se expusieron a sueros de 24 pacientes
alérgicos a Phl p 12 (bandas 1-24). La banda N representa suero de un individuo de control no alérgico. Los anticuerpos
unidos a IgE se detectaron con anticuerpos de anti-IgE humanos;

La Figura 5 muestra la induccion de la liberacién de histamina por baséfilos en dos pacientes alérgicos a Phl p
12. Los granulocitos de pacientes se incubaron con varias concentraciones (eje x) de Phl p 12 (cuadrados) y MP12
(circulos). El porcentaje de histamina total liberada en el sobrenadante se expone en el eje y;

La Figura 6 muestra la reactividad de antisueros de conejo con profilinas de polen de festuca roja, abedul y altamisa.
Los antisueros de conejo activados contra Phl p 12 (rombos) y MP12 (cuadrados) se analizaron para detectar la
reactividad a Phl p 12 (A), Bet v 2 (B), y profilina de altamisa (C) por medio de ELISA. Las diluciones de sueros se
muestran en el eje x, los valores OD correspondientes en el eje y. Los sueros preinmunes correspondientes no exponen
ninguna reactividad;

La Figura 7 muestra la inhibicién de la desgranulacion de baséfilos inducidos por rPhl p 12 por medio de anti-rPhl
p 12 (P12) y anti IgG inducido por MP12. Los baséfilos de rata se han cargado con IgE de ratén especifico de Phl p
12;

La Figura 8 muestra una representacion esquematica de la estructura primaria y generacién de Der p 2 Hibrido (un
alérgeno Der p 2 intercambiado de acuerdo con la presente invencién) en comparacién con Der p 2 de tipo salvaje;

La Figura 9 muestra un SDS PAGE tintado con Coomassie que contiene extractos de proteinas de BL21 (DE3)
que expresa rDer p 2 y derivados de rDer p 2 en forma de proteinas marcadas his (bandas 1), rDer p 2 purificado,
fragmentos de rDer p 2 y rDer p 2 hibrido (bandas 2) y un marcador molecular (bandas M).

La Figura 10 muestra un andlisis espectroscopico de masas de rDer p 2 purificado y derivados de rDer p 2. Los

ejes x muestran las relaciones masa/carga y las intensidades de sefial se exponen en los ejes y como porcentajes de las
seflales mds intensas.
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La Figura 11 muestra espectros CD ultravioleta lejano de Der p 2 purificado recombinante, fragmentos de rDer
p 2 y rDer p 2 hibrido. Los espectros de las proteinas se expresan como elipticidades por residuo medio (eje y) a
longitudes de onda proporcionadas (eje x).

La Figura 12 muestra el reconocimiento por IgE de Der p 2 recombinante y derivados de Der p 2 recombinante.
Se analizaron los sueros de 17 individuos alérgicos a los 4caros (bandas 1-17), un individuo no alérgico (banda 18)
y tampon sin suero (banda 19), para detectar la reactividad a IgE con Der p 2 recombinante transferido por puntos,
fragmentos de rDer p 2, rDer p 2 hibrido y BSA. Se detect6 IgE unido con anticuerpos anti IgE humano marcado 1251
y se visualizaron por autorradiografia.

La Figura 13 muestra la activacién de baséfilos por medio de Der p 2 recombinante y derivados de rDer p 2 como
se mide por expresion de CD203c. Las muestras de sangre de 10 pacientes alérgicos a dcaros se expusieron a 10 pg/ml
de rDer p 2 recombinante, cada uno de los fragmentos de Der p 2, una mezcla de los fragmentos, aIgE o tampén. Se
muestran los resultados de tres pacientes representativos. La expresion de CD203c se determiné por andlisis FACS y
se expone como Indice medio de fluorescencia (abreviadamente en inglés MFI).

La Figura 14 muestra la activacion de baséfilos por medio de Der p 2 recombinante y derivados de rDer p 2 como
se mide por expresion de CD203c. Las muestras de sangre de 10 pacientes alérgicos a dcaros se expusieron a diversas
conversaciones de rDer p 2 recombinante y rDer p 2 hibrido, algE o tampdn (eje x). Se muestran los resultados de
seis pacientes representativos. La expresion de CD203c se determiné por andlisis FACS y se expone como Indice de
estimulacién (abreviadamente en inglés SI).

La Figura 15 muestra la evolucién de IgG, especifico de Der p 2 inducido por inmunizacién de ratones con rDer
p 2 y derivados de rDer p 2. Se inmunizaron grupos de cinco ratones cada uno con rDer p 2 purificado o derivados de
rDer p 2 y se determinaron los anticuerpos de IgG, inducidos por medio de ELISA. Los valores de densidad 6ptica
(OD 405 nm) expuestos en el eje y corresponden al nivel de anticuerpos de IgG; en el suero de ratén. Los resultados
se muestran en forma de graficos por casillas en los que el 50% de los valores estin dentro de las casillas y los valores
no extremos entre las barras. Las lineas dentro de las casillas indican los valores medianos. Los circulos blancos y
estrellas indican los valores extremos y extremos de cada grupo de ratones.

La Figura 16 muestra la baja actividad alergénica in vivo de derivados de rDer p 2 visualizados por medio de la
liberacién de SB-hexosaminidasa de células RBL. Se cargaron células con leucemia basdéfila de rata (abreviadamente
en inglés RBL) con suero de ratén obtenido antes (Preinmunosuero) y después (inmunosuero) de la inmunizacién con
alérgeno rDer p 2 de tipo salvaje y derivados de rDer p 2. La liberacién de S-hexosaminidasa se indujo con rDer p 2 'y
se expone como el porcentaje de liberacion total de S-hexosaminidasa (valores medios +SD para los cinco sueros de
cada grupo de ratones) (eje y).

La Figura 17 muestra la reactividad de antisuero de conejo con profilinas de polen de festuca roja (Phl p 12), polen
de abedul (Bet v 2), polen de altamisa (Art v 4), anacardo (Ana c), apio (Api g 4), platano (Mus xp 1), avellana (Cor
a 2), y zanahoria (Dau c 4). El antisuero de conejo activado contra Phl p 12 (rombos) y MP12 (cuadrados) se analiz6
para detectar la reactividad a dichas profilinas por medio de ELISA. Las diluciones de suero se muestran en el eje X,
los valores OD correspondiente en el eje y. Los sueros preinmunes correspondientes no mostraron ninguna reactividad.

Ejemplos

En los ejemplos 1 a 5 se ilustran los principios de la presente invencién por medio de un alérgeno de profilina,
la profilina del polen de la festuca roja Phl p 12. Los ejemplos 6 a 11 se refieren al alérgeno principal del acaro
(Dermatophagoides pteronyssinus), Der p 2. Los ejemplos 12 y 13 muestran la reactividad cruzada de Phl p 12 con las
profilinas de otras fuentes distintas al polen de la festuca roja, demostrando en consecuencia la adecuacion para usar
derivados de Phl p 12 en forma de vacunas para enfermedades alérgicas causadas por otras profilinas.

Ejemplo 1
Caracterizacion de un derivado hipoalergénico de la profilina del polen de festuca roja

a) Generacion, expresion y purificacién de una variante hipoalergénica de la profilina del polen de festuca roja, Phl
p 12.

La técnica de solapamiento por PCR se usé para modificar por ingenieria genética un derivado de Phl p 12 inter-
cambiado. La plantilla de PCR era el ADNc que codifica la profilina del polen de festuca roja, Phl p 12, subclonada
en el vector de expresion petl7b. Los siguientes cebadores se usaron para generar dos fragmentos por PCR que con-
tienen las secuencias de solapamiento asi como los sitios de restriccion Ndel y EcoRI y una secuencia que codifica un
residuo 6 x Histidina C-terminal para la purificacién de la proteina. Para el fragmento 1 se usaron el cebador MDE-1:
5’CATATGAGGCCCGGCGCGGTCATC3’ y el cebador MDE-2: 5’GTACGTCTGCCACGCCATCATGCCTTGTT
CAAC3’, para el fragmento 2, se usaron el cebador MABC-1: 5’GTTGAACAAGGCATGATGTCGTG-GCAGACG3’
y el cebador MABC-2: 5’GAATTCTTAATGGTGATGGTGATGGTGACCCT-GGATGACCATGTA3Z’. En la siguien-
te etapa, ambos productos de PCR obtenidos como se describe se usaron como plantillas para la reaccién de PCR por
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solapamiento usando el cebador MDE-1 y MABC-2 para general el ADN que codifica el derivado Phl p 12 (es de-
cir, MP12) (esquemdticamente representado en la Figura 1). E1 ADN que codifica MP-12 se cloné en el sistema de
vector pBluscript (Stratagene) y la secuencia de ADN se confirmé por secuenciacién de doble hebra (MWG Blotech,
Alemania).

Para la purificacién de la proteina, el ADNc que codifica MP-12 tenia que subclonarse en un sistema de vector de
expresion petl17b usando las enzimas de restriccion Ndel y EcoRI y la secuencia de ADN se volvié a confirmar por
secuenciacion de doble hebra (MWG Blotech).

Para la purificacién de la proteina, MP-12 se expresé en Escherichia coli BL21 (DE3) (Stratagene, East Kew,

Australia) en cultivo liquido. Se cultivd E. Coli a una ODgy, de 0,4 en medio LB que contiene 100 mg/de ampicilina.
Se indujo la expresién de las proteinas recombinantes por medio de la adicién de isopropil-b-tiogalactopiranosida
hasta una concentracion final de 1 mM vy el cultivo adicional durante 4 horas adicionales a 37°C. Se recogieron las
células de E. coli de un cultivo de 500 ml por centrifugacién, se volvieron a suspender en tampén A (NaH,PO, 100
mM, Tris 10 mM, Urea 8M, pH 7,5). Después de la centrifugacién a 20.000 rpm, 30 min., el sobrenadante se transfirié
a una columna de agarosa Ni-NTA (Quiagen, Hilden, Alemania) y la elucién de la proteina MP-12 marcada 6 x His
se realiz6 usando el tampén A con valores de pH decrecientes. La proteina eluyé a un pH de 4,9 y se volvié a plegar
posteriormente por didlisis etapa a etapa contra tampén A, pH 7,5, que contiene Urea 6-0 M. La etapa final de la
didlisis se realiz6 contra solucion salina tamponada con fosfato (PBS), en la que MP12 era soluble como se muestra
por medio de los experimentos de centrifugacion.

La pureza de la proteina se confirmé por medio de SDS PAGE vy se realiz6 la cuantificacién usando un kit Micro
BCA (Pierce, EE.UU.).

b) Andlisis de estructura secundaria

Las medidas del dicroismo circular (abreviadamente en inglés CD) se llevaron a cabo en un espectropolarimetro
Jasco J-715 usando una célula con longitud de recorrido de 0,1 cm equilibrada a 20°C. Los espectros se registraron
con una resolucién de 0,5 nm a una velocidad de exploraciéon de 100 nm/min y resultaron de la determinacién del
promedio de 3 exploraciones. Se corrigié la linea basal de los espectros finales por medio de la sustraccién de los
espectros MilliQ obtenidos bajo condiciones idénticas. Los resultados se equiparon con el programa de estimacién de
la estructura secundaria J-700.

Los resultados indican una cantidad considerable de estructura secundaria del derivado. El espectro de Phl p 12
estd caracterizado con un minimo a 218 nm y un mdximo marcado por debajo de 200 nm, mientras que el minimo del
derivado se desplaza una longitud de onda mas pequefia y el cruce de cero de la curva es inferior esta por debajo de
200 nm (Fig. 2). Estos resultados son indicativos de una porcién en aumento de una estructura secundaria en espiral
aleatoria dentro del derivado.

¢) Derivado de Phl p 12 hipoalergénico carece de afinidad para la poliprolina

La afinidad a la poliprolina es una caracteristica comtin a las profilinas de varios organismos. Se ha demostrado
que el derivado de Phl p 12 hipoalergénico, MP12, no se une a la poliprolina y exhibe asi propiedades bioquimicas
alteradas.

Aproximadamente 5 ug de MP12 recombinante purificado en PBS se sometié a una columna de agarosa activada
con CbBr cargada con poliprolina (Amersham Bioscience, &Uuml;ppsala, Suecia) equilibrada con PBS. Después de
recoger el flujo, la columna se lavé con 3 volimenes (PBS) y la elucién se realizé con PBS 5 x 1 ml que contiene
Urea 2 M 6 6 M, respectivamente. Alicuotas de diez ul del flujo, las fracciones de lavado y las fracciones de elucién
se sometieron a una electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS PAGE) al 14% y las
protefnas se visualizaron por medio de tincién Coomassie (Fig. 3). Los resultados indican una pérdida del sitio de
unioén a la poliprolina debido a la reorganizacidn de la estructura primaria de Phl p 12.

Ejemplo 2
Reduccion de la capacidad de union a IgE de MP12
a) MP12 muestra capacidad de union a IgE sumamente reducida

La capacidad de uni6n a IgE de MP12 recombinante se comparé a la de Phl p 12 recombinante de tipo salvaje por
medio de andlisis de transferencia de puntos usando sueros de 24 pacientes sensibles a profilina (Fig. 4). Phlp 12y
MP12 asi como albimina de suero humano (HSA) a efectos de control se puntearon sobre nitrocelulosa y se sondearon
con sueros de 24 pacientes sensibles a profilina. Se detectaron los anticuerpos unidos a IgE usando anticuerpos anti-
IgE humanos marcados '*I. Todos los pacientes mostraron reactividad a IgE con Phl p 12 de tipo salvaje, mientras
que ninguno de los 24 pacientes reaccionaron con MP12 o con la proteina de control HSA (Fig. 4).
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Para cuantificar la reduccién de la capacidad de unién a IgE de MP12, se realizaron inhibiciones de fase fluida.
Para este fin se preincubd el suero de seis pacientes sensibles a profilina con bien 10 pg de Phl p 12 bien de MP12
y subsiguientemente se incubé con Phl p 12 unido a placas de ELISA (5 pg/ml). Los anticuerpos unidos a IgE se
detectaron con un anticuerpo anti-IgE humano marcado con fosfatasa alcalina (Pharmingen). La inhibicién de la
union a IgE se calcul6 con la siguiente formula: % de inhibicién = 100 x [(A — B) / A]; A representando los valores
OD obtenidos después de la incubacion de suero con BSA, B representando los valores OD después de la incubacion
de suero con Phl p 12 o MP12, respectivamente.

La capacidad de MP12 para inhibir la unién de IgE a Phl p 12 se muestra como el porcentaje de inhibicién en
la Tabla 2, que varia entre el 20% y el 40% con inhibicién media del 31,2% para MP12, mientras que la inhibicién
conseguida con Phl p 12 variaba entre el 76% y el 91% (media del 86%).

TABLA 2

Inhibicion de anticuerpo que se une a Phl 12 inmovilizado usando Phl p 12 y MP12. La union del anticuerpo IgE se
inhibio por medio de la preincubacion de los sueros de 6 pacientes sensibles a profilina con Phl p 12 de tipo
salvaje o MP12. La inhibicion media de union del anticuerpo se calculo y se expuso

Nombre |Secuencia de aminoacidos |[Numer |Pi PM |integridad
proteina o de|calcu |(kDa) |estructural
amino- | -lado
acidos

MSWO TYVDEHLI4C EIEGHHLASAAILGHDGTVWAQS
ADFPQFKPEENGIMKDFDEFGHLAPTGMPVAGAKYM +
Phi P 12 VIOGEPGAVIRGKKGAGGITIKKTGOALVVGIYDEPM 131 4,92 14,1

TPGQCNIYYERLG DYLYEQGM

MEPGAVIRGKKGAGGITMIKKTGQALVGIYDEPMTPGQ
CNMVVERLGDYLVEQGMMSWATYVDEHUACEIEGH

M P 1 2 HLASAAILGHDGTVWAQSADFPOFKPEEIT GIMKDFD 1 37 5 ' 68 1 5 +
EPGHLAPTGMFVAGAKYIVIQGHHHHHEH

b) MP12 muestra actividad alergénica reducida

Después, el Phl p 12 intercambiado se comparé con Phl p 12 de tipo salvaje para detectar su capacidad para inducir
la liberacion de histamina de basoéfilos de pacientes alérgicos a profilina.

Los granulocitos se aislaron de las muestras de sangre heparinizadas de pacientes alérgicos al polen de festuca roja
por medio de sedimentacién en Dextrano. Después del aislamiento, las células se incubaron con varias concentraciones
de Phl p 12, MP12 o, a efectos de control, con un anticuerpo anti-IgE humano monoclonal (Immunotech, Marsella,
Francia). La histamina liberada en el sobrenadante se midi6 por medio de radioinmunoensayo (Immunotech). La
histamina total se determiné después de la congelacién/descongelacién de las células. Los resultados se expresan
como valores medios de determinaciones duplicadas, y representan el porcentaje de la histamina total.

Como se ilustra en la Fig. 5, Phl p 12 indujo la liberacién de histamina enérgica y dependiente de dosis en baséfilos
de ambos pacientes, proporcionando una liberacién de histamina maxima en concentraciones entre 107>-107* pg/ml,
mientras que no se observo liberacién de histamina con MP12 en concentraciones de hasta 107> ug/ml indicando una
reduccién de mas de 1000 veces de actividad alergénica. Ademds, la liberacién de histamina médxima de basdfilos
después de la adicién de MP12 era considerablemente inferior a la conseguida con Phl p 12 de tipo salvaje.

Ejemplo 3

La inmunizacion con MPI12 induce a los anticuerpos de IgG que reconocen Phl p 12 de tipo salvaje asi como las
profilinas de otros polenes

Con el fin de analizar, si la inmunizacién con Phl p 12 intercambiado induce anticuerpos de &Iuml;gG que reaccio-
nan con Phl p 12 de tipo salvaje y profilinas de otros pélenes, se inmunizaron conejos tres veces con Phl p 12 0o Mp12
usando adyuvantes completos e incompletos de Freund (200 pg/inyeccién) (Charles River, Kisslegg, Alemania). Las
muestras de suero se obtuvieron en intervalos de cuatro semanas. Los sueros se almacenaron a -20°C hasta analisis.

La reactividad de los anticuerpos de IgE inducidos por Phl p 12 y MP12 se estudio por medio de ELISA (Fig.
6). Se cubrieron Phl p 12 asi como las profilinas de abedul (Bet v 2) y artemisa sobre placas ELISA (5 ug/ml) y se
incubaron con diluciones en serie de antisueros de conejo (1:200-1: 64000). Se detectaron los anticuerpos de conejo
unidos con un antisuero de burro anti-conejo marcado con peroxidasa diluida 1:1000 (Amersham Pharmacia Biotech).
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MP12 indujo una respuesta de anticuerpo anti-Phl p 12 de IgG, que se podia comparar a la inducida con Phl p 12
de tipo salvaje (Fig. 6A). Ademads, ambos, los anticuerpos de IgG inducidos por Phl p 12 y MP12, reaccionaron de
forma cruzada con profilinas de abedul y artemisa (Fig. 6B, C).

Ejemplo 4

Los anticuerpos anti-MP12 inhiben la unién de IgE de suero de pacientes alérgicos al polen del césped a Phl p 12 en
su totalidad

La capacidad de IgG de conejo inducido por MP12 para inhibir la unién de IgE de pacientes alérgicos a Phl p 12 se
investigd por medio de un ensayo de competiciéon ELISA. Las placas ELISA (Nunc Maxisorp, Rosklide, Dinamarca)
se cubrieron con Phl p 12 (1 ug/ml) y se preincubaron bien con una dilucién 1:250 de cada uno de los antisueros anti-
MP12 o bien el antisuero Phl p 12y, a efectos de control, con los sueros preinmunes correspondientes. Después de
lavar, las placas de incubaron con suero diluido 1:3 de siete pacientes alérgicos al polen de césped sensibles a Phl p 12
y se detectaron los anticuerpos IgE unidos con un anticuerpo de rata anti-IgE humano monoclonal (Phamingen, San
Diego, CA), diluido 1:1000, seguido de un antisuero de oveja anti-rata 1g unido a HRP diluido 1:2000 (Amersham).
El porcentaje de inhibicién de la unién de IgE conseguido por medio de la preincubacién con el antisuero del anti-
péptido o anti-mutante se calculé como sigue: % de inhibicidn de la unién de IgE = 100 - OD; / OD; X 100. OD; y ODp
representan las extinciones después de la preincubacién con los sueros inmunes de conejos y los sueros preinmunes
correspondientes, respectivamente. Como se muestra en la Tabla 3, la inhibicién de la unién de IgE de pacientes a
Phl p 12 conseguida con anticuerpos anti-Phl p 12 estaba entre el 30,2% y el 66,7% (inhibicién media al 49,8%).
Asimismo, se observé una considerable reduccién de la reactividad de IgE anti Phl p 12, que varia entre el 10,8% y el
27,6% (inhibicién media al 20,8%) con anticuerpos activados contra MP12 (Tabla 3).

TABLA 3

Inhibicion de la union de IgE de pacientes alérgicos a rPhl p 12 por medio de anticuerpos de conejos. El porcentaje
de inhibicion de la unién de IgE a rPhl p 12 se consiguio por medio de la preincubacion con antisuero de
conejo (anti-MP12, anti-Phl p 12 de conejo) para siete pacientes alérgicos a Phlp 12 y se
expone la inhibicion media calculada

Paciente % inhibicién
Anti-Phi p 12 anti-MP12

1 66,7 27,6
2 53,8 18,8
3 46,0 16,2
4 43,2 18,9
5 457 27,0
6 30,2 10,8
7 63,0 26,1
media 49 8 20,8

Ejemplo 5

El antisuero anti-MP12 inhibe la desgranulacion de basdfilos. La relevancia bioldgica y la actividad protectora po-
sible de los anticuerpos de IgG inducidos por péptidos se investigo en un sistema de modelo celular definido usando
células con leucemia basdfila de rata (RBL) que se cargaron con IgE especifico de alérgenos

Las células RBL-2H3 se sembraron en placas de cultivo de tejido de 96 pocillos (4 x 10* células/pocillo), se
incubaron durante 24 horas a 37°C usando CO, al 7%. La sensibilizacion pasiva se llevo a cabo con el suero de ratén
que contiene IgE reactivo con profilina a una dilucién final de 1:30 durante 2 horas. Los anticuerpos no unidos se
eliminaron por medio del lavado de la fase celular dos veces en tampén de Tyroide (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
Mg(Cl, 0,5 mM, CaCl, 1,8 mM, NaH,PO, 0,4 mM, D-glucosa 5,6 mM, NaHCO; 12 mM, HEPES 10 mM y BSA
al 0,1% p/v, pH 7,2). Las células RBL, precargadas con IgE de ratén especifico de Phl p 12, se expusieron a rPhl p
12 (0,005 pg/ml). Phl p 12 se preincubé en tampé6n de Tyrode con el 0%, 2%, 5%, 7,5% 6 10% v/v de antisuero de
conejo de un conejo inmunizado con Phl p 12, un conejo inmunizado con MP12 o el suero preinmune correspondiente
durante 2 horas a 37°C.
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Se afiadié Phl p 12 preincubado a las células RBL durante 30 minutos en una atmdsfera humidificada a 37°C y
sus sobrenadantes se analizaron para detectar la actividad de S-hexosaminidasa por medio de la incubacién con 4-
metilumbeliferil-N-acetil-8-D-glucosamida 80 uM (Sigma-Aldrich, Viena, Austria) en tampén citrato (0,1M, pH 4,5)
durante 1 h a 37°C. Se detuvo la reaccién por medio de la adicién de tampén glicina 100 ul (glicina 0,2M, NaCl 0,2M,
pH 10,7) y se midi6 la fluorescencia a A..: 360/A.,: 465 nm usando un lector de microplacas de fluorescencia (Spec-
trafluor, Tecan, Austria). Los resultados se resefian como unidades de fluorescencia y porcentaje de S-hexosaminidasa
total liberada después de lisis de células con Triton X-100 al 1%.

Como se ilustra en la Fig. 7, ambos, la preincubacién de Phl p 12 con concentraciones en aumento (2%-10% v/v)
de anticuerpos anti-MP12 de conejo y con anticuerpos anti-Phl p 12 de conejo 1llevé a una inhibicién dependiente
de dosis de la liberaciéon del mediador inducida por rPhl p 12 de RBL que se habian precargado con IgE de ratén
especifico de Phl p 12. No se observé una desgranulacién de baséfilos cuando el alérgeno se preincub6 con las mismas
concentraciones de Ig preinmune.

Ejemplo 6

Expresion, purificacion y caracterizacion de un derivado hipoalergénico del alérgeno Dermatophagoides pteronyssi-
nus Der p 2 (Der p 2 Hibrido)

La alergia a los 4caros del polvo doméstico (HDM) pertenece a la alergia mas comun de todo el mundo que afecta
a mas del 50% de todos los pacientes alérgicos. Dermatophagoides pteronyssinus se identificé como la fuente mas
importante de alérgenos en el polvo doméstico en Europa.

Se han caracterizado veinte grupos de alérgenos de dcaros hasta el momento, y los alérgenos del grupo 2 se han
identificado como los alérgenos de dcaros principales, contra los que se sensibilizan mds del 80% de los pacientes alér-
gicos a los dcaros y principalmente se localizan en las heces de los dcaros. Los alérgenos del grupo 2 se caracterizaron
primero como alérgenos de 14.000-18.000 Da con una actividad de unién a IgE elevada. El aislamiento y anélisis de
clones de ADNc que codifican Der p 2 revelaron después que Der p 2 comprende un alérgeno con residuos de 129
aminodcidos, un peso molecular de 14.000 Da y sin sitios N-glicosilacién. Los alérgenos del grupo 2 contienen tres
enlaces disulfuros y estan constituidos por dos hojas S anti-paralelas. Los epitopes de células T de Der p 2 se localizan
en todas las regiones de la proteina y los epitopes de IgE resultaron ser conformacionales.

Los estudios de inmunoterapia con extractos de dcaros brutos han demostrado que los efectos secundarios sistémi-
cos peligrosos pueden tener lugar durante la inmunoterapia con extractos de HDM (Akcakaya, N., y col. (2000) Ann
Allergy Asthma Immunol 85: 317) asi como la induccién de nuevas reactividades de IgE a mariscos (van Ree, R., y
col. (1996) Allergy 51: 108).

Para superar las desventajas de la inmunoterapia basada en extractos, se han aplicado diversas estrategias para de-
sarrollar derivados de alérgenos hipoalergénicos. En el caso de Der p 2, las variantes se desarrollaron con reactividad
de IgE reducida destruyendo enlaces disulfuros por mutagénesis dirigida al sitio, destrozando los enlaces disulfu-
ros a través de una delecién N- y C-terminal, o introduciendo mutaciones. Sin embargo, su actividad bioldgica es
cuestionable.

En los siguientes ejemplos se produjeron dos fragmentos recombinantes del alérgeno del grupo 2 de Dermatopha-
goides pteronyssinus (Der p 2) que comprenden aa 1-53 y aa 54-129, para destruir epitopes de células B conforma-
cionales y para retener los epitopes de células T principales. De forma adicional, se construy6 una molécula de Der p
2 hibrido recombinante (aa 54-129 + 1-53), en la que los dos fragmentos r Der p 2 se recombinaron en orden inverso
por “splicing” por solapamiento de la extension de genes basado en PCR.

Se construyeron dos fragmentos recombinantes de Der p 2 que comprenden los aminodcidos (aa) 1-53 y aa 54-
129 por amplificacién por PCR como se describe en el ejemplo 1 (véase la Fig. 8). Se gener6 una molécula de Der p 2
hibrido en orden inverso (aa 54-129 + 1-53) por “splicing” por solapamiento de la extensidn de genes basado en PCR.
(Linhart y col., FASEB J.16 (2002), 1301-1303).

a) Expresion in E. coli y purificacion de fragmentos de Der p 2, Der p 2 'y Der p 2 hibrido

El ADNc que codifica Der p 2 marcados His, fragmentos de Der p 2 (aa 1-53 y aa 54-129) y Der p 2 hibrido (aa 54-
129 + 1-53) se generd por medio de amplificacién por PCR usando cebadores (MWG, Ebersberg, Alemania), como se
indica en la Tabla 4 y se obtuvo un ADNc de Der p 2 por medio de transcripcién inversa de ARN de Der p 2.
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TABLA 4

Cebador Secuencia

1(F) 5-GGAATTCCATATGGATCAAGTCGATGTC-3'

2(R) 5-GGAATTCCTTAGTGATGGTGATGGTGATGTTCAATTTTAGCGGT-3
3(F) 5'-GGAATTCCATATGATCAAAGCCTCAAT-3’

4(R) 5-GGAATTCCTTAGTGATGGTGATGGTGATGATCGCGGATTTTA-3’
5(solapamiento) 5'-CTTTGACATCGACTTGATCATCGCGGATTTTAGCAT-3’
6(solapamiento) 5'-CATGCTAAAATCCGCGATGATCAAGTCGATGTCAAA-3

Se indican los cebadores de avance (F), inversos (R) y de solapamiento. Los sitios EcoRI y Ndel estdn subrayados.
Los nucledtidos que codifican las marcas His se muestran en negrita/cursiva.

Los cebadores 1 y 4 se usaron para la amplificacion del ADNc de rDer p 2, los cebadores 1 y 2 para el ADNc que
codifica el fragmento 1 de rDer p 2 (aa 1-53) y los cebadores 3 y 4 para el ADNc del fragmento 2 de rDer p 2 (aa 54-
129). Se gener6 el rDer p 2 hibrido por “splicing” por solapamiento de la extension de genes basado en PCR usando
los cebadores 2 y 3 y los dos cebadores de solapamiento 5 y 6. Los cebadores cadena arriba contenian in sitio Ndel
y EcoRlI y los cebadores cadena abajo contenian un sitio EcoRI asi como seis codones His. Los productos de PCR se
cortaron con Ndel/EcoRlI, se purificaron sobre gel y se subclonaron en los sitios Ndel/EcoRI del plasmido pET17b. El
procedimiento de cloruro de calcio se usé para la transformacién de los pldsmidos en la cepa de E. coli XL-1 Blue. El
ADN de plasmido se aisl6 por medio del kit NuceloBond AX-maxi-prep (Macherey-Nagel, Alemania) y la secuencia
de las inserciones de ADNc se confirmaron por medio de secuenciacion de ambas hebras de ADN en un sistema de
secuenciacion automatizado (MWG, Alemania).

Las proteinas recombinantes que contienen colas de Hexahistidina C-terminal se expresaron en la cepa de E. colo
BL21 (DE3) en cultivo liquido por induccién con isopropil--tiogalactopiranosida (IPTG) 0,5 mM a una OD 600 de 1
durante 5 horas a 37°C. Las células se recogieron por centrifugacion a 4.000 x g durante 15 minutos a 4°C.

Los sedimentos bacterianos obtenidos a partir de 11 cultivos liquidos se volvieron a suspender en 10 ml de imidazol
25 mM, pH 7,4, Triton X-100 al 0,1% v/v y se trataron con lisozima 100 xg durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Las células se lisaron por medio de 3 ciclos de congelacién/descongelacién (-70°C/+50°C), el ADN se degradé por
incubacién con DNasa I 1 pg durante 10 minutos a temperatura ambiente y los desechos celulares se retiraron por
centrifugacién a 10.000 x g durante 30 minutos a 4°C. El fragmento 1 de rDer p 2 se encontré en la fraccién soluble y
se purificé en condiciones nativas sobre columnas de afinidad con resina de Ni-NTA (QIAGEN, Alemania).

El rDer p 2, fragmento 2 de rDer p 2 y rDer p 2 hibrido se encontraron en el sedimento en la fraccién corporal de
inclusién, que se solubilizé con urea 8M, NaH,PO, 100 mM, Tris-Cl 10 mM, pH 8 durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Los residuos insolubles se retiraron por centrifugacién (10.000 x g, 15 min., 4°C) y rDer p 2, fragmento 2 de
rDer p 2 y rDer p 2 hibrido se purificaron en condiciones de desnaturalizacién sobre columnas de afinidad con resina
de Ni-NTA (QIAGEN).

Las fracciones, que contienen proteinas recombinantes de mds del 90% de pureza se dializaron contra NaH,PO,
50 mM, pH 7 y las concentraciones de proteinas finales se determinaron por Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce,
EE.UU.).

La construccién de una molécula hibrida como se describe anteriormente interrumpié al menos una de las dos
hojas 8 de Der p 2 y el enlace disulfuro entre C8 y C119 y de ese modo los epitopes de IgE conformacionales de Der p
2 se destruyeron y los epitopes de células T principales se conservaron. Los derivados de rDer p 2 se sobre expresaron
a medida que las bandas visibles en E. coli proporcionaban una acumulacién distinta (Fig. 9, bandas 1). El fragmento
1 de rDer p 2 se encontraba en la fraccién soluble, mientras que las otras proteinas se acumulaban en las fracciones
corporales de inclusién insoluble pero se podian solubilizar en urea. El rDer p 2 y el derivado de rDer p 2 se purificaron
por cromatografia de afinidad con niquel (Fig. 9, bandas 2) proporcionando un cultivo de 20 a 30 mg de proteina/l
E. coli. Después de volver a plegar por didlisis, rDer p 2, fragmento 1 de rDer p 2 y rDer p 2 hibrido permanecieron
solubles en tampones fisiolgicos a concentraciones de 0,5 mg/ml a 1 mg/ml, mientras que el fragmento 2 de rDer p
2 sélo permaneci6 soluble en una concentracién inferior a 0,1 mg/ml. El andlisis de SDS PAGE indic6 una pureza de
mas del 90% de las proteinas, que migraron en formas monoméricas y formas diméricas (Fig. 9, bandas 2).
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b) Espectometria de masas por desorcion mediante ldser asistida por matriz y tiempo de vuelo con ionizacion
(MALDI TOF) de rDer p 2y derivados de rDer p 2

Los espectros de masas por desorcién mediante laser se adquirieron en un modo lineal con un instrumento de
tiempo de vuelo Compact MALDI II (Kratos, U.K.; piCHEM, Austria). Las muestras se disolvieron en acetonitrilo al
10%, acido trifluoracético al 0,1% y se usé el dcido Alfa-ciano-4-hidroxi-cindmico (disuelto en acetonitrilo al 60%,
cido trifluoracético al 0,1%) en forma de una matriz. Para la preparacién de la muestra, se deposité una mezcla 1:1
de proteina y solucién matriz sobre la diana y se sec6 al aire.

El andlisis de las cuatro proteinas por espectrometria de masas MALDI-TOF revel6 masas moleculares de 15.072,9
Da, 6.806,7 Da, 9.216,3 Da y 15.001,8 Da para rDer p 2, fragmento 1 de rDer p 2, fragmento 2 de rDer p 2 y rDer p
2 hibrido, respectivamente, que son de conformidad con las masas tedricas de las proteinas calculadas a partir de sus
secuencias de aminodcidos (Fig. 10).

¢) Andlisis de dicroismo circular (CD)

Los espectros CD de las protefnas recombinantes purificadas se registraron en un espectropolarimetro JASCO J715
que se habfia calibrado en longitud de onda con vidrio de neodimio de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Se
realizaron las medidas CD con rDer p 2 y derivados de rDer p 2 (c = 0,1 mg/ml a 0,5 mg/ml) disueltos en agua doble
destilada a temperatura ambiente. Se usé una cubeta de cuarzo circular con una longitud de recorrido de 0,1 cm, y
los espectros se registraron con resolucién de 0,2 nm a una velocidad de exploracién de 50 nm/min. Se determiné el
promedio de la sefial de los espectros por medio de la acumulacién de al menos tres exploraciones y los resultados se
expresan como la elipticidad de residuo media en una longitud de onda proporcionada.

El espectro CD ultravioleta lejano del Der p 2 purificado recombinante, muestra una banda negativa de 217 nm,
que indica una conformacién de hoja 8 (Fig. 11). En contraposicion, los espectros CD de los derivados de rDer p 2
indican que estas proteinas no estdn principalmente plegadas. El fragmento 1 de rDer p 2 muestra una conformacién
en hélice aleatoria tipica, identificada por medio de una banda negativa a -200 nm. También el fragmento 2 de rDer
p 2 muestra una conformacién en hélice aleatoria predominante, aunque la intensidad de la sefial era muy baja. El
espectro de rDer p 2 hibrido absorbi6 principalmente la conformacién en hélice aleatoria con cantidades pequefas de
estructuras en hoja 8 (Fig. 11). La destruccion de la conformacién tridimiensional se podria confirmar por medio de
analisis de dicroismo circular, mostrando una pérdida o reduccién de la estructura en hoja 8 en los derivados de rDer
p 2 en comparacion con rDer p 2 de tipo salvaje.

Ejemplo 7
Der p 2 hibrido recombinante (rDer p 2 hibrido) muestra una capacidad de union a IgE sumamente reducida

Se analizaron Der p 2 purificado recombinante, los dos fragmentos de rDer p 2, fragmento 1 (aa 1-53) y fragmento
2 (aa 54-129) y rDer p 2 hibrido para detectar la reactividad de IgE por medio de ensayos de transferencia por puntos
no desnaturalizantes. Se puntearon dos microlitros de las proteinas purificadas (0,1 mg/ml) y, a efectos de control,
BSA sobre bandas de membrana de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell, Alemania). Las bandas de nitrocelulosa que
contienen las proteinas transferidas por puntos se bloquearon en tampé6n A (Na,HPO, 40 mM, Na,HPO, 0,6 mM, pH
7,5, 0,5% [v/v] Tween 20, BSA al 0,5% [p/v], NaN; 0,05% [p/v]) y se incubaron con suero de pacientes alérgicos a los
dcaros, suero de una persona no alérgica (diluciones 1:10) o tampdn A sin suero. Se detectaron los anticuerpos unidos
a IgE con anticuerpos de anti-IgE humanos marcados con 1251 y se visualizaron por autorradiografia.

La capacidad de unién a IgE del alérgeno rDer p 2 de tipo salvaje se comparé con los dos fragmentos de rDer p 2
y tDer p 2 hibrido por medio de ensayos de transferencia por puntos no desnaturalizantes. El suero de 17 individuos
alérgicos a los dcaros (bandas 1-17) mostraron reactividad de IgE variante a rDer p 2 punteado con nitrocelulosa,
mientras que no se pudo detectar la reactividad de IgE al fragmento 1 de rDer p 2.

Solamente 3 sueros mostraron una unién muy débil al fragmento 2 de rDer p 2 y 2 sueros reaccionaron con rDer p
2 hibrido (Fig. 12). El suero de una persona no alérgica asi como tampén sin suero no mostraron reactividad de IgE a
rDer p 2 o a derivados de rDer p 2 (Fig. 12 bandas 18, 19). No se encontré reactividad de IgE a la proteina de control,
BSA (Fig. 12). Como consecuencia de la pérdida de la conformacién y asi pues los epitopes de IgE conformacionales
(véase el ejemplo 7), se podria mostrar que los derivados de rDer p 2 han perdido casi completamente su capacidad de
unién a IgE en comparacion con rDer p 2 de tipo salvaje.

Ejemplo 8
Actividad alergénica reducida de los derivados de rDer p 2 como se determina por expresion de CD 203c

Se obtuvieron muestras de sangre heparinizada de pacientes alérgicos. Las muestras de sangre (100 ul) se incubaron
con varias concentraciones de rDer p 2, fragmentos de rDer p 2, rDer p 2 hibrido, un anticuerpo anti-IgE monoclonal

(Immunotech, Marsella, Francia), o PBS durante 15 minutos (37°C). La expresion de CD 203c se determiné como se
describe (Hauswirth, A. W., y col. (2002) J Allergy Clin Immunol 110: 102.).
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La regulacién hacia arriba de CD 203c se ha descrito como un marcador de sustitucién para la activacion de
basdfilos inducida por alérgenos y la desgranulacion (Hauswirth, A. W., y col. (2002)). Por lo tanto, se compar6 la
actividad alergénica de Der p 2 recombinante, fragmentos de rDer p 2 y rDer p 2 hibrido midiendo la regulacién
hacia arriba de CD 203c en basofilos de pacientes alérgicos a los dcaros del polvo doméstico (Fig. 13, 14). La Fig. 13
muestra resultados representativos de 3 pacientes. La incubacién de baséfilos con 10 ug/ml de rDer p 2 de tipo salvaje
regulé hacia arriba de forma significativa la expresién de CD 203c en cada uno de los pacientes analizados, mientras
que no se obtuvo regulacién hacia arriba con la misma concentracién de los fragmentos individuales o con una mezcla
equimolar de los dos fragmentos (Fig. 13). De forma adicional, los baséfilos de los mismos 10 pacientes se expusieron
a concentraciones diferentes (5 pg/ml-0,32 ng/ml) de rDer p 2 y rDer p 2 hibrido en etapas de dilucién 1:5. La figura
14 muestra los resultados de 6 pacientes representativos. La exposicién de baséfilos con rDer p 2 hibrido resulté en
una regulacion hacia arriba de la expresion CD 203c en concentraciones entre 40 ng/ml y 5.000 ng/ml, mientras que
rDer p 2 de tipo salvaje indujo la regulacién hacia arriba de CD 203c todavia a concentraciones entre 8-200 ng/ml. En
8 de los 10 pacientes, el rDer p 2 hibrido tenia una capacidad reducida de mds de diez veces para activar basdfilos en
comparacién con rDer p 2.

Los anticuerpos anti-IgE humanos indujeron una regulacién hacia arriba de la expresiéon CD 203c en los baséfilos
de todos los pacientes, mientras que no se obtuvo regulacién hacia arriba con el tampén solo (Fig. 13 + 14).

La determinacién de la expresién de CD 203c en baséfilos de pacientes alérgicos a los dcaros indica una actividad
bioldgica reducida de rDer p 2 hibrido en comparacién con rDer p 2 de tipo salvaje y no se puede observar actividad
bioldgica con los fragmentos de rDer p 2. Ademas, los ensayos de activacion de basoéfilos usando células RBL indican
que los anticuerpos de IgE inducidos con los derivados eran menos anafilacticos. Estos resultados indican que los
derivados de rDer p 2 hipoalergénicos inducirdn menos efectos secundarios mediados por IgE que el alérgeno Der p 2
de tipo salvaje cuando se usa para inmunoterapia.

Ejemplo 9

Los derivados de rDer p 2 inducen anticuerpos de IgG especificos de rDer p 2 en ratones de forma similar que el
alérgeno rDer p 2 de tipo salvaje

Se inmunizaron grupos de cinco ratones BALB/c hembras de ocho semanas de edad con 5 ug de proteinas purifi-
cadas (rDer p 2, fragmento 1 de rDer p 2, fragmento 2 de rDer p 2 o rDer p 2 hibrido), adsorbieron a 200 ul de AluGel-
S (SERVA Electrophoresis, Alemania) por via subcutdnea en el cuello en intervalos de 4 semanas durante un periodo
de 20 semanas. Se recogieron las muestras de sangre un dia antes de cada inmunizacién y se almacenaron a -20°C.

Se cubrieron placas ELISA (Greiner, Austria) con rDer p 2 diluido en PBS (c = 5 ug/ml) durante toda una noche a
4°C. Las placas se lavaron dos veces con PBST (PBS; Tween 20 al 0,05% v/v) y se bloquearon con tamp6n de bloqueo
(PBST; BSA al 1% p/v) durante 3 horas a temperatura ambiente. El suero de los ratones se diluy6é 1:1000 para la
medida de IgG1 especifico de Der p 2 en PBST; se aiadié BSA p/v al 0,5% y 100 ul de esta solucién por pocillo
durante toda la noche a 4°C.

Las placas se lavaron 5 veces con PBST y los anticuerpos unidos a IgG1 se detectaron con un anticuerpo IgGl
de rata anti-ratén monoclonal (BD Pharmigen, EE.UU.), seguido de la adicién de anticuerpos IgG de cabra anti-rata
marcados con peroxidasa de rdbano picante (Amersham Bioscience, Suecia) como se describe (Vrtala, S., y col. (1996)
J Allergy Clin Immunol 98: 913).

Los niveles de IgG; especificos de Der p 2 se determinaron en muestras de suero obtenidas de ratones después de
la inmunizacién con rDer p 2 y derivados de rDer p 2 (Fig. 15). rDer p 2 asi como los derivados de rDer p 2 eran
inmunogénicos e indujeron respuestas de IgG, en los ratones después de la segunda inmunizacién (semana 8) (Fig.
15). Después de la segunda inmunizacion las respuestas de IgG, inducidas con el fragmento 1 de rDer p 2 y rDer p
2 hibrido eran incluso superiores que las inducidas con rDer p 2 (Fig. 15). Después de la dltima inmunizacién, las
respuestas de IgG, inducidas con los derivados de rDer p 2 eran comparables a las inducidas con la molécula rDer p 2
de tipo salvaje (Fig. 15).

Ejemplo 10

Los anticuerpos de 1gG1 inducidos por inmunizacion con derivados de rDer p 2 inhiben la union de IgE de pacientes
alérgicos a los dcaros a rDer p 2 de tipo salvaje

Se cubrieron placas ELISA (Greiner, Austria) con rDer p 2 purificado 100 ul, diluido con PBS hasta una concen-
tracién de 5 pug/ml, durante toda una noche a 4°C. Después de lavar las placas dos veces con PBST y bloquear con
tampdn de bloqueo (PBST; BSA al 1% p/v) durante 3 horas a temperatura ambiente, las placas se incubaron durante
toda la noche a 4°C con antisueros de anti-rDer p 2, fragmento 1 de anti-rDer p 2, fragmento 2 de anti-rDer p 2 o anti-
rDer p 2 hibrido o los sueros preinmunes correspondientes. Los antisueros de ratén se diluyeron 1:20 y se diluyeron
los antisueros de conejo 1:100 en PBST; BSA al 0,5% p/v. Después de lavar, las placas se incubaron con sueros di-
luidos 1:10 de pacientes alérgicos a los dcaros durante toda una noche a 4°C y los anticuerpos humanos unidos a IgE
se detectaron con anticuerpos anti-IgE de cabra humanos unidos por HRP (KPL, EE.UU.) diluidos en PBST 1:2500;
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BSA al 0,5% p/v como se ha descrito (44, 45). El porcentaje de inhibicién de la unién a IgE se calculé como sigue:
100-(ODs/ODp) x 100, donde ODs y ODp representan los coeficientes de extincién después de la preincubacién con
el suero inmune y el suero preinmune, respectivamente.

Los anticuerpos IgG1 de ratén inducidos por la inmunizacién con rDer p 2 y los derivados de rDer p 2 se in-
vestigaron para detectar su capacidad para inhibir la unién de IgE de pacientes alérgicos a los dcaros a rDer p 2 en
experimentos de competicion ELISA.

El porcentaje de inhibicién de la unién de IgE de pacientes alérgicos a rDer p 2 de tipo salvaje por medio de
anticuerpos IgG de ratén se muestra en las Tablas 5 y 6.

La inhibicién obtenida con los anticuerpos anti-rDer p2 de ratén estaba entre el 61% y el 87% (media del 75%),
mientras que los anticuerpos de anti-rDer p 2 hibrido de ratén, anticuerpos del fragmento 1 de anti-Der p 2 y anticuer-
pos del fragmento 2 de rDer p 2 inhibieron la unién de IgE de suero a rDer p 2 de tipo salvaje entre el 47% y el 76%
(media del 62%), entre el 48% y el 66% (media del 54%) y entre el 24% y el 52% (media del 41%), respectivamente
(Tabla 5).

TABLA 5

% Inhibicion de unidon de IgE

Anticuerpos |Paciente 1 |Paciente 2| Paciente 3| Paciente 4| media
fragmenta 1 de 1Dter p 2 48 66 53 50 54
fragmenta 2 de tDe1 p 2 19 50 52 74 41
ther p 2 hibrido - - e
I.De', p 2 %g IS 64 4! [3:_

&1 87 77 73 75

En experimentos adicionales, los conejos se inmunizaron con rDer p 2 purificado y los tres derivados de rDer p
2. La capacidad del antisuero de conejo para inhibir la unién de IgE de pacientes alérgicos a los dcaros a rDer p 2
también se analiz6 por medio de ensayos de inhibicién por ELISA con un resultado similar al obtenido para los sueros
de ratén (Tabla 6). Los anticuerpos anti-Der p 2 de conejo inhibieron la unién de IgE de pacientes a rDer p 2 entre
el 47% y el 89% (media del 66%), mientras que los anticuerpos de anti-rDer p 2 hibrido inhibieron la unién de IgE
humano entre el 20% y el 86% (media del 59%). La inhibicién obtenida con los anticuerpos del fragmento 1 de anti-
rDer p 2 de conejo estaba entre el 26% y el 70% (media del 52%) y la inhibicién con los anticuerpos del fragmento
2 de anti-rDer p 2 de conejo estaba entre el 32% y el 54% (media del 42%). Usando una mezcla de los anticuerpos
del anti-fragmento 1 y el anti-fragmento 2, la inhibicién de la unién de IgE de pacientes a rDer p 2 de tipo salvaje se
aument6 ligeramente s6lo hasta una media del 55% (Tabla 6).

TABLA 6

% Inhibkicién de unidn de IgE

Anticuerpos Paciente 1] Paciente 2| Paciente 3 Paciente 4 | Paciente 5| media
fragmento Tillerp 2 59 70 49 26 57 52
fragmento 2 iller p 2 40 49 33 32 54 42
fiagmente 1 + fiagmento 2 60 69 44 a8 66 55
I:DEI p 2 hibride 1 85 51 50 67 59
het p 2

80 B9 53 47 73 85

La inmunizacién de ratones mostrd la inmunogenicidad de todos los tres derivados de rDer p 2 por medio de su
capacidad para inducir respuestas de anticuerpos IgG. La unién de IgE de pacientes alérgicos a los dcaros a Der p 2
se inhibi6 por medio de anticuerpos de IgG inducidos con cada uno de los derivados de rDer p 2 pero los anticuerpos
de IgG inducidos por rDer p 2 hibrido indicé una capacidad inhibitoria mejor en comparacién con los anticuerpos de
IgG inducidos con los dos fragmentos individuales e incluso con una mezcla de los anticuerpos IgG inducidos por los
fragmentos 1 y 2. Estos resultados son de importancia, ya que los anticuerpos de bloqueo mostraron desempefiar una
funcién principal en SIT con alérgenos recombinantes.
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Los anticuerpos de anti-Der p 2 y derivados de anti-Der p 2 inducidos por medio de la inmunizacién de la unién
de IgE de pacientes alérgicos a los dcaros a rDer p 2 como se muestra en un ensayo de inhibicién por ELISA.

Der p 2 hibrido induce los anticuerpos de bloqueo en el presente modelo de ratén; la inmunogenicidad se aumenta
de forma significativa por medio del intercambio de fragmentos.

Ejemplo 11

Las vacunas basadas en derivados de rDer p 2 tienen una alergenicidad reducida in vivo en comparacion con una
vacuna basada en rDer p 2 de tipo salvaje

Las células con leucemia basdfila de rata (RBL) (sublinea RBL-2H3) se sembraron en placas ELISA (Nunc,
Dinamarca) (100 ul: células 4 x 104) en medio de cultivo (RPMI 1649100 ml, FCS al 10%, L-Glutamine 4 mM,
Piruvato de sodio 2 mM, HEPES 10 mM, 2-Mercaptoetanol 100 mM, Pen/Strep al 1%) durante toda una noche a
37°C, CO, al 5%.

Las células se cargaron con 2 ul de suero obtenido de ratones inmunizados con rDer p 2, fragmento 1 de rDer p
2, fragmento 2 de rDer p 2 y rDer p 2 hibrido durante 2 horas a 37°C, se lavaron dos veces con 200 ul de tampdn
Tyrode/BSA (NaCl 137 mM, KC1 2,7 mM, 0,5 mM MgCl,, CaCl, 1,8 mM, NaH,PO, 0,4 mM, D-glucosa 5,6 mM,
NaHCO; 12 mM, acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico (HEPES) 10 mM, albimina de suero bovino
al 0,1%, pH 7,2) (Sigma-Aldrich, Austria) y se estimularon con Der p 2 (¢ = 0,3 pg/ml). La liberacién total de -
hexosaminidasa se indujo por medio de la adicién de Triton X-100 10 ml al 10% v/v (Merck, Alemania).

Para medir la liberacién de 8-hexosaminidasa, se incub6 50 ul de una solucién del ensayo (4-metilumbeliferil-N-
acetil-p-D-glucosaminida 80 uM en tampdn de citrato 0,1M, pH 4,5) con 50 ul de sobrenadante durante 1 hora a 37°C,
CO, al 5%.

La reaccidn se detuvo por medio de la adicién de tampén glicina 100 ul (glicina 0,2M, NaCl 0,2M, pH 10,7) y se
midié la fluorescencia en dex: 360nm Adem: 465nm usando un lector de microplacas de fluorescencia (Dynatech MR
7000, Dynatech Laboratories, EE.UU.). Los resultados se muestran como porcentajes medios de la liberacion total de
B-hexosaminidasa.

Para investigar si la vacunacién con derivados de rDer p 2 induce respuestas inmunes alérgicas al alérgeno Der
p 2 de tipo salvaje, los ratones se inmunizaron con rDer p 2, fragmento 1 de rDer p 2, fragmento 2 de rDer p 2
y rDer p 2 hibrido, respectivamente. Después, las muestras de suero de los ratones se usaron para cargar células
RBL para cuantificar la respuesta inmune alergénica al alérgeno rDer p 2 de tipo salvaje por medio de experimentos
de desgranulacion de RBL. La liberacién obtenida con el alérgeno rDer p 2 de tipo salvaje en RBL cargadas con
anticuerpos de raton del fragmento 1 de anti-rDer p 2, fragmento 2 de anti-rDer p 2 y anti-rDer p 2 hibrido estaba entre
el 0% y el 16,6% (media del 6,4%), entre el 0,2% y el 28,6% (media del 13,2%) y entre el 4,7% y el 37,1% (media
del 18,3%), mientras que las RBL, cargadas con anticuerpos anti-rDer p 2 de tipo salvaje liberados entre el 35% y el
39% (media del 37%) después de la estimulacién con rDer p 2 de tipo salvaje (Fig. 16).

Ejemplo 12

Anticuerpos de IgG inducidos por MP 12 que reconocen Phl p 12 de tipo salvaje, profilinas de otros polenes y profilinas
derivadas de alimentos vegetales

Con el fin de analizar si los anticuerpos inducidos después de la inmunizacién con MP 12 reconocen profilinas de
pélenes asi como de alimentos derivados de plantas, se llevaron a cabo experimentos por ELISA.

Las profilinas del polen de festuca roja (Phl p 12), polen de abedul (Bet v 2), polen de artemisa (Art v 4) y de
diferentes alimentos vegetales (anacardo (Ana c ), apio (Api g 4), platano (Mus xp 1), avellana (Cor a 2), y zanahoria
(Dau c 4)) se cubrieron sobre placas ELISA (5 mg/ml) y se incubaron con diluciones en serie de antisuero de conejo
(1:2000-1:64000). Los anticuerpos de conejo unidos se detectaron con un antisuero de burro anti-conejo marcado con
POX.

MP 12 indujo una respuesta de anticuerpo IgG que se podia comparar con la inducida con Phl p 12 de tipo salvaje
(Fig. 17). Ambos, los anticuerpos IgG inducidos por MP12 y Phl p 12 reaccionaron de forma cruzada con profilinas
de pdlenes (césped, arboles, maleza) y profilinas de alimentos derivados de plantas (Fig. 17).

Ejemplo 13

Los anticuerpos anti-MP12 inhiben la union de IgE de suero de pacientes alérgicos al polen del césped a Phl p 12 en
su totalidad asi como a profilinas de otros pdlenes (drboles y maleza) y a profilinas de alimentos vegetales

La capacidad de IgG de conejo inducido por MP12 para inhibir la unién de IgE de pacientes alérgicos a Phl p 12, a

profilinas de pdlenes distintos y a profilinas derivadas de alimentos vegetales se investigd por medio de experimentos
de competicion ELISA.
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Se cubrieron placas ELISA (Nunc Maxisorp, Dinamarca) con profilinas de festuca roja (rPhl p 12), polen de abedul
(rBet v 2), zanahoria (rDau c 4), avellana (rCor a 2), platano (rMus xp 1) y anacardo (rAna c 1) y se preincubaron con
una dilucién 1:50 del antisuero anti-Phl p 12, el antisuero anti-MP12 y, a efectos de control, con los sueros preinmunes
correspondientes. Después de lavar, las placas se incubaron con sueros diluidos 1:3 de ocho pacientes sensibilizados
a las profilinas y los anticuerpos de IgE unidos se detectaron con un antisuero anti-IgE de cabra humano marcado
con HRP (KPL, EE.UU.), diluido 1: 2500. El porcentaje de inhibicién de la unién de IgE conseguida por medio de la
preincubacion con los antisueros anti-Phl p 12 y anti-MP12 se calcul6é como sigue: % de inhibicion de la unién de IgE
= 100-ODI/ODP x 100. ODI y ODP representan las extinciones después de la preincubacién con los sueros inmunes
de conejos y los sueros preinmunes correspondientes, respectivamente (Tabla 7).

TABLA 7

Porcentaje de inhibicion de launion de IgE a

Paciente  Phi 12 Batv2 Cotaz Mus x> 1 Dauc 4 Ana 1
- - - o-MP w-Phlp w-P PRl w-MP PRl wMP PR o-MP
Phlp  MP  Phip 12 12 12 pi2 12 P12 12 512 12
12 12 12
1 91 827 | 88,3 844 61.3 58,7 70.6 46.4 52,7 33.3 70 7.7
2 825 728 745 778 73,3 80,3 744 50,8 755 A3z | 623 45.1
3 Aad T3 | 754 T84 8.8 51.6 74.4 335 G54 631 51.6 58
4 774 72 89 £9.6 56,00 52 57.2 39.8 65 66.8 71.5 41.5
5 863 852 35 £8.4 68.6 52 755 27.2 7.5 9348 59.5 56.2
G 712 B47 | 544 72 37 52.7 73.9 256 58.5 68.3 44.3 42.6
7 838 704 ( 602 TOB Ba.7 59.7 725 35.6 724 71.3 28.1 32,2
& 841 574 51 79 57.8 57.8 73 29.6 70 67
media 338 723 648 745 (2.3 58.1 714 36.1 733 74.6 56,3 53.5

La inhibicién media de la unién de IgE a profilinas de polen de festuca roja conseguida con anticuerpos inducidos
por Phl p 12 y anticuerpos inducidos por MP 12 se podia comparar con el 83,8% y el 72,3%, respectivamente (Tabla
7). La unién de IgE a la profilina de polen de abedul, Bet v 2, se inhibi6 atin mds fuerte con anticuerpos especificos de
MP 12 (inhibicién media al 74,5%) que con anticuerpos inducidos por Phl p 12 (inhibicién media al 64,8%). La unién
de IgE a profilinas de alimentos vegetales se inhibié con ambos antisueros a un grado muy similar (Cor a 2: inhibicién
media al 62,3% con anti-Phl p 12-IgG, 58,1% con anti-MP 12-IgG; Dau c 4: inhibicién media al 73,3% con anti-Phl
p 12-IgG, 74,6% con anti-MP 12-IgG; Ana c 1: inhibicién media al 56,8% con anti-Phl p 12-IgG, 53,6% con anti-MP
12-IgG). Solamente la unién de IgE a profilina de platano, Mus xp 1, se inhibié menos con anti-Mp 12-IgG (36,1%)
que con IgG inducido por anti-Phl p 12 (71,4%) (Tabla 7).

La profilina representa un alérgeno que estd expresado en todas las células eucaridticas y representa asi un pan-
alérgeno que puede inducir alergias inhalativas (por ejemplo, rinoconjuntivitis, asma) asi como sindromes de alergia
oral después de la ingestion oral (prurito e hinchazén de labios y la lengua) en pacientes sensibles.

El derivado Phl p 12 intercambiado, MP12, induce anticuerpos de IgG después de la inmunizacién que reconocen
profilinas a partir tanto de pdlenes como de alimentos derivados de plantas. Los anticuerpos inducidos por MP 12
inhiben IgE del suero de pacientes que se une a profilinas a partir de pdlenes y también a profilinas derivadas de
alimentos vegetales. Asi pues, el MP 12 es adecuado para el tratamiento de sensibilizacién cruzada de polen-alimento
atribuible a la alergia a profilinas.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir derivados de alérgenos de proteinas de tipo salvaje con actividad alergénica redu-
cida, caracterizado por las siguientes etapas:

- proporcionar un alérgeno de proteina de tipo salvaje con una actividad alergénica,

- dividir dicho alérgeno de proteina de tipo salvaje en dos partes, teniendo dichas dos partes una actividad
alergénica reducida o careciendo de actividad alergénica y

- volver a unir dichos dos fragmentos en orientacién inversa.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que dicho derivado estd producido en
huésped en forma de una proteina recombinante, en especial con un huésped con capacidad de expresién elevada.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, caracterizado por que dicho alérgeno de tipo salvaje se
selecciona del grupo de profilinas, en especial Phl p 12, alérgenos de abedul, en especial Bet v 4, alérgenos de dcaros
del polvo, en especial Der p 2, alérgenos de dcaros de almacenamiento, en especial Lep d 2, alérgenos de festuca roja,
en especial Phlp 7.

4. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que la reduccién
en la actividad alergénica se mide por medio de una reduccién de la inhibicién de la capacidad de unién de IgE de al
menos el 10%, preferiblemente al menos el 20%, especialmente al menos el 30%, en comparacién con el alérgeno de
tipo salvaje.

5. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que la reduccién
en la actividad alergénica se mide por medio de la ausencia de la unién de anticuerpos de IgE de sueros de pacientes
sensibles a los alérgenos a una transferencia por puntos de dicho derivado.

6. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que dichos
derivados se combinan con un excipiente farmacéuticamente aceptable y se terminan en una preparacién farmacéutica.

7. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que dichos deriva-
dos se combinan con un adyuvante de vacuna adecuado y se terminan en una preparacion de vacuna farmacéuticamente
aceptable.

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, caracterizado por que dichos derivados se combinan con
alérgenos adicionales para proporcionar una vacuna de combinacién.

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado por que dicho alérgeno es un alérgeno de tipo
salvaje, en especial una mezcla de alérgenos de tipo salvaje, alérgenos de tipo salvaje recombinantes, derivados de
alérgenos de proteinas de tipo salvaje o mezclas de los mismos.

10. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, caracterizado por que dicha
preparacion contiene adicionalmente un extracto de alérgeno.

11. Derivado de alérgeno de un alérgeno de proteina de tipo salvaje, teniendo dicho alérgeno de proteina de tipo
salvaje una secuencia de aminodcidos de 1 a Z, caracterizado por que dicho derivado adyacentemente contiene -en
orientacién N-terminal o C-terminal- los dos fragmentos de alérgeno de tipo salvaje X a Z y 1 a X, teniendo dichos
dos alérgenos de tipo salvaje una actividad alergénica reducida o ausencia de actividad alergénica.

12. Derivado de alérgeno de acuerdo con la reivindicacién 11, caracterizado por que X aZy 1 a X son al menos
residuos de 30 aminoacidos de longitud, preferiblemente al menos 50 residuos de aminoécidos, en especial al menos
60 residuos de aminoécidos.

13. Derivado de alérgeno de acuerdo con la reivindicacién 11 6 12, caracterizado por que X a Zy 1 a X difieren
en longitud en el 50% o menos, preferiblemente en el 30% o menos, en especial en el 20% o menos.

14. Derivado de alérgeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, caracterizado por que
dicho alérgeno de tipo salvaje se selecciona de un alérgeno de tipo I, preferiblemente de un alérgeno de la tabla A, més
preferido un alérgeno del polen de la festuca roja (Phelum pratense), en especial Phl p 12, polen del abedul (Betula
verrucosa), en especial Bet v 4, veneno contra la chaqueta amarilla (Vespula vulgaris), veneno contra la avispa de
papel (Polistes annularis), polen de la Parietaria judaica, polen del césped de centeno, alérgenos de los dcaros del
polvo, en especial Der p 2, o mezclas de los mismos.
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15. Composicion de alérgeno que comprende un derivado de alérgeno de acuerdo con una cualquiera de las rei-
vindicaciones 11 a 14 y alérgenos adicionales, preferiblemente alérgenos de tipo salvaje, en especial una mezcla de
alérgenos de tipo salvaje, alérgenos de tipo salvaje recombinantes, derivados de alérgenos de proteinas de tipo salvaje
o mezclas de los mismos.

16. Composicién de alérgeno de acuerdo con la reivindicacién 15, caracterizada por que dicha composicién
contiene adicionalmente un extracto de alérgeno.

17. Composicién de alérgeno de acuerdo con las reivindicaciones 15 a 16, caracterizada por que contiene un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

18. Uso de un derivado de alérgeno o una composicién de alérgeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindi-
caciones 11 a 17 para la preparacién de un medicamento de inmunoterapia especifico de alérgeno.

19. Uso de un derivado de alérgeno o una composicion de alérgeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindi-
caciones 11 a 17 para la preparacién de un medicamento para la inmunizacion pasiva.

20. Uso de un derivado de alérgeno o una composicion de alérgeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindi-
caciones 11 a 17 para la preparacién de un medicamento para la inmunizacidén profildctica.

21. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, caracterizado por que dicho medicamento
contiene adicionalmente adyuvantes, diluyentes, conservantes o mezclas de los mismos.

22. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 21, caracterizado por que comprende de 10 ng
a 1 g, preferiblemente de 100 ng a 10 mg, en especial de 0,5 ug a 200 ug de dicho derivado de alérgeno recombinante.

23. Procedimiento para producir un derivado de alérgeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11
a 17, caracterizado por las siguientes etapas:

- proporcionar una molécula de ADN que codifica un derivado de alérgeno de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 11 a 17,

- transformar una célula hospedadora con dicha molécula de ADN y

- expresar dicho derivado en dicha célula hospedadora y aislar dicho derivado.

24. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 23, caracterizado por que dicho huésped es un huésped con
capacidad de expresion elevada.

25. Procedimiento para producir un derivado de alérgeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11
a 17, caracterizado por que estd producido por sintesis quimica.

26. Uso de un derivado de profilina que se puede obtener a partir de una primera molécula de profilina de tipo
salvaje por medio de un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 6 23 a 25 o un
derivado de alérgeno de una primera molécula de profilina de tipo salvaje de acuerdo con las reivindicaciones 11 a
14 para la fabricacién de un medicamento para la prevencion o el tratamiento de enfermedades alérgicas causadas por
una segunda molécula de profilina de tipo salvaje.

27. Uso de acuerdo con la reivindicacién 26, caracterizado por que dicha primera y dicha segunda molécula de
profilina se seleccionan del grupo que esté constituido por Phl p 12, Bet v 2, Art v 4, Ana c, Api g 4, Mus xp 1, Cor a
2,y Dauc 4.

28. Uso de acuerdo con la reivindicacién 26, caracterizado por que dicha primera molécula de profilina es Phl p
12 y dicha segunda molécula de profilina se selecciona del grupo que esta constituido por Bet v 2, Art v 4, Ana ¢, Api
g4, Mus xp 1, Cora2,yDauc4.

29. Uso de acuerdo con la reivindicacién 27 ¢ 28 para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o
prevencion de sensibilizacion cruzada de polen-alimento atribuible a la alergia a profilinas.
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