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DESCRIPCION

Proteinas quiméricas hipoalergénicas pertenecientes a la familia de transferencia de lipidos de Parietaria judaica para
usar en el tratamiento de alergias.

La presente invencién se relaciona con el campo de la producciéon de proteinas quiméricas para la prevencion y
tratamiento de alergias, particularmente las alergias al polen y las mas particularmente alergias causadas por los
alergenos de la familia de proteinas de transferencia de lipidos y mas especificamente los que se encuentran en el
polen de las especies de Parietaria.

Antecedentes de la invencion

Las alergias tipo | son un problema de salud importante en los paises industrializados. Este tipo de alergia es causada
por la formacion de anticuerpos IgE contra antigenos transportados por el aire. Estos anticuerpos IgE interactdan con
las mastocitos y baséfilos, liberando mediadores biolégicos tales como histamina, y causando la rinitis alérgica,
conjuntivitis y asma bronquial en aproximadamente 20 % de la poblacién [(1)Miyamoto, T. (1992). Increased prevalence
of pollen allergy in Japan. In Advances in Allergology and Clinical Immunology. P. Godard, J. Bousquet, y F.B. Michel,
eds. (Cornforth, UK: The Parthenon Publishing Group), pp. 343-37].

La inmunoterapia especifica (SIT) es un tratamiento eficaz para las reacciones alérgicas provocadas por alergenos
especificos y, basicamente, consiste en la modulacién de la respuesta inmune en el paciente por la administracion
regular, aumentando la concentracion, de las proteinas que producen la alergia (extractos alergénicos). Las altas dosis
de los alergenos inyectados inducen la alta sintesis de IL-12 por las células presentadoras de antigeno, por ejemplo las
células dendriticas, que promueven preferentemente el desarrollo de las células T que son células virgenes
cooperativas (nTun) hacia Tyl o TH0. Esto permite una desviacién de la respuesta inmune del tipo de respuesta alérgica
relacionada con las células Ty2 hacia una respuesta tipo Tw1/TnwO que conduce a la produccion de altos niveles de IFN-
vy [(2) Akdis., C.A. y Blaser, K. (2000). Mechanisms of allergen-specific immunotherapy. Allergy 55, 522-530]. La
desviacion inmune se refuerza por la induccion de la tolerancia (anergia para la supresién clonal) de céluas Tu2 de
memoria bajo la influencia de la de las células T reguladoras (Tr1) que producen las citoquinas inmunosupresoras IL-10
y TGF-beta [(3) Akdis, C.A., Joss, A., Akdis, M., y Blaser, K. (2001). Mechanism of IL-10 induced cell inactivation in
allergic inflammation and normal response to allergens. Int. Arch Allergy Immunol. 124; 180-182]. La reduccion en la
activacion y proliferacion de las células Tu2 se acompafia por produccion reducida de IL-4, y de IgEs por las células B.
La reduccién en la actividad y la infiltracion de las células Ty2 en el moco nasal y bronquial resulta en la sintesis de IL-5
reducida, permitiendo una reduccion en la infiltracién de eosindéfilos que conduce a una gran reduccién en la liberacion
de mediadores inflamatorios, tales como las proteinas MBP y ECP. Los nuevos clones especificos de células T del
alergeno fenotipo predominante Ty>0 producen una mezcla de citoquinas de los tipos Tyl y Tu2 que promueven la
produccion de una gran cantidad de anticuerpos IgG especificos a alergenos por las células B. Por otra parte, los altos
niveles de IL-10 inducen la alta sintesis de anticuerpos IgG4 especificos a alergenos. Estos dos tipos de anticuerpos
especificos pueden actuar como anticuerpos bloqueadores que proporcionan la interseccion de los anticuerpos IgE
combinados con sus receptores en los mastocitos y por lo tanto inhiben la desgranulacion y liberacion de histamina [(4)
Moverate, R. (2003). Immunological mechanisms of specific immunotherapy with pollen vaccines: implications for
diagnostics and the development of improved vaccination strategies. Expert Rev. Vacc. 2, 85-97; (5) Wachholz, P.A,,
Soni, N.K., Till, S., y Durham, S.R., (2003). Inhibition of allergen-IgE binding to B cells by IgG antibodies after grass
pollen immunotherapy. J. Allergy Clin. Immunol. 112; 915-922]. Ademas bloquean la recoleccion de antigeno mediado
por IgE por las células que contienen antigeno, y esto suprime la reacciéon inmune a los alergenos.

Los extractos de alergenos, aislados de fuentes naturales son mezclas complejas de proteinas y otras moléculas. Su
composicién, y por lo tanto la alergenicidad, depende del material usado, que varia de acuerdo con las condiciones
ambientales, el estado de maduracién en el caso de polen y las condiciones de crecimiento de los acaros, etc., en el
caso de los hongos, etc. Algunos extractos pueden contener incluso una concentracion inadecuada de los principales
alergenos y pueden contaminarse con componentes indeseables a los que el paciente no es alérgico, o ambos. La
inmunoterapia actual usa extractos de alergeno completo exclusivamente, y esto conduce a una serie de problemas
tales como:

- reacciones adversas graves debido a la reactividad de la vacuna con IgE de las células efectoras.

- aparicion de nueva sensibilizacion a otros alergenos presentes en la vacuna después de la inmunoterapia.

- dificultades en la estandarizacion de los extractos de alergenos.

Todo esto significa que la inmunoterapia no es un tratamiento que es tan seguro y eficaz como se desea. Un mejor
conocimiento de la patogénesis de la alergia y de los mecanismos de la inmunoterapia especifica ha permitido estar
mas cerca de la solucién a los problemas antes mencionados. El conocimiento de la influencia del antigeno mediado por
IgE en la respuesta de Ty2 especifica a alergeno ha aumentado los esfuerzos para crear alergenos que no se unen a
IgE. El objeto principal de la inmunoterapia especifica actual consiste en modificar el alergeno con el fin de inactivar los
epitopos de IgE, reduciendo asi e incluso eliminando la unién a la IgE y en consecuencia las reacciones adversas [(6)
Valenta, R. y Linhart, B. (2005). Molecular design of allergy vaccines. Curr. Opin. Immunol. 17, 1-10]. De esta manera, el
alergeno modificado se dirigira hacia las células T por un mecanismo de recoleccién de antigeno mediada por
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pinocitosis/ fagocitosis, previniendo la interseccién IgE y la presentacion del antigeno dependiente de IgE. Esto induce
un equilibrio en la produccion de citoquinas Ty0 o Tul por las células T, menos produccién de IgE y mas produccion de
1gG por las células B; todo esto conducira a la induccién de la tolerancia de la célula de tipo Tu2 sin riesgo de anafilaxis.
Los avances en los métodos recombinantes para obtener los alergenos y derivados de alergenos ha permitido un gran
aumento de la capacidad para desarrollar nuevas vacunas para el tratamiento de las alergias. Esto ha sido posible
debido a la posibilidad de mutar o suprimir aminoacidos significativos de epitopos IgE, asi como el fraccionamiento y
oligomerizacién de estos para obtener vacunas hipoalergénicas. Estas moléculas que tienen una menor capacidad de
unirse a IgE pero mantienen su reactividad hacia las células T se pueden administrar en dosis mayores, lo que permite
lun inmunoterapia mas rapida y mas segura con un nimero mas pequefio de inyecciones. Adicionalmente, los alergenos
recombinantes se pueden producir a gran escala en tanques de fermentacién, usando sistemas de expresion
microbianos, y la purificacion de estos es mas eficiente y barata que la de sus equivalentes naturales. El uso de
derivados hipoalérgicos en inmunoterapia se ha descrito previamente usando fragmentos de trimeros de Bet v 1 [(7)
Niederberger, V., Horak, F., Vrtala, S., Spitzauer, S., Krauth, M.T., Valent, P., Reisinger, J., Pelzmann, M., Hayek, B.,
Krongvist, M., Gafvelin, G., Grénlund, H., Purohit, A., Suck, R., Fiebig, H., Cromwell, 0., Pauli, G., van Hage-Hamsten,
M., y Valenta, R. (2004). Vaccination with genetically engineered allergens prevents progression of allergic disease.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A A. 101, 14677-14682], multi-allergenic hybrids of bee venon proteins (Api m 1, 2, 3) [(8)
Schmid-Grendelmeier, P., Karamloo, F., Miller, U., Housley-Marcovic, Z., Soldatova, L., Zumkehr, J., Kemeny, D.M.,
Kindig, T., Reimers, A., von Beust, B.R., Salagianni, M., Akdis, M., Kussebi, F., Spangfort, M.D., Blaser, K., y Akdis,
C.A. (2005). Prevention of allergy by a recombinant multi-allergen vaccine with reduced IgE binding and preserved T cell
epitopes. Eur. J. Immunol. 35, 3268-3276] y fusiones mutadas de Par j 2 y Par j 1 para eliminar su estructura terciaria.

Algunos autores mencionan que las vacunas alergénicas no deben prepararse con hipoalergenos ya que la union a IgE
podria facilitar la captura y presentacion del alergeno por las células presentadoras de antigeno profesionales, como las
células dendriticas y las células de linfocitos B activadas, que expresan receptores de superficie para IgE tanto de alta
afinidad como baja afinidad. Este enfoque tiene un significado especial cuando se usa la via sublingual en la
inmunoterapia. La interseccién de receptores de alta afinidad puede conducir ademas a una reduccién de la respuesta
de las células T hacia los alergenos [(9) Allam, J.P., Novak, N., Fuchs, C., Asen, S., Berge, S., Appel, T., y otros (2003)
Characterization of dendritic cells from human oral mucosa: a new Langerhans' cell type with high constitutive FceRlI
expression. J. Allergy Clin. Immunol. 112, 141-8. (10) von Bubnoff, D., Matz, H., Frahnert, C., Rao, M.L., Hanau, D., de
la Salle, H., Bieber, T. (2003) FceRI induces the triptophan degradation pathway involved in regulating T cell responses.
J. Immunol. 169, 1810-1816]. Muchos investigadores todavia estan haciendo este tipo de vacuna sin introducir
supresiones [(11) Batard, T., Didierlaurent, A., Chabre, H., Mothes, N., Bussieres, L., Bohle, B., y otros (2005)
Characterization of wild-type recombinant Bet v 1a as a candidate vaccine against birch pollen allergy. Int. Arch. Allergy
Immunol. 136, 239-249. (12) Jutel, M., Jaeger, L., Suck, R., Meyer, H., Fiebig, H., Cromwell, O. (2005) Allergen-specific
immunotherapy with recombinant grass pollen allergens. J. Allergy Clin. Immunol. 116, 608-13. (13) Niederberger, V.,
Horak, F., Vrtala, S., Spitzauer, S., Krauth, M.T., Valent, P., y otros (2004) Vaccination with genetically engineered
allergens prevents progression of allergic disease. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101, 14677-82. (14) Cromwell, O.,
Fiebig, H., Suck, R., Kahlert, H., Nandy, A., Kettner, J., y otros (2006) Strategies for recombinant allergen vaccines and
fruitful results from first clinical studies. Immunol. Allergy Clin. N. Am. 26, 261-81].

Parietaria es un género de hierba dicotiledonea de la familia Urticaceae, y del orden Urticales. Varias especies del
género Parietaria se distribuyen amplia y abundantemente a lo largo de la costa mediterranea [(15) Colombo, P., Duro,
G., Costa, M.A., 1zzo, V., Mirisola, M., Locorotondo, G., Cocchiara, R., y Geraci, D. (1998). An update on allergens.
Parietaria polhen allergens. Allergy 53, 917-921]. Las especies mas comunes son P. judaica y P. officinalis, pero otras
especies tales como P. lusitanica, P. mauritanica, y P. cretica, pueden tener cierta presencia en algunas regiones. Sin
embargo, las regiones mediterraneas no son las Unicas donde se puede encontrar el polen de Parietaria, ya que su
presencia se ha descrito en el Sur de Inglaterra, Austria, las regiones templadas de Europa Central y Oriental Australia 'y
California[(16) Colombo, P., Bonura, A., Costa, M., 1zzo, V., Passantino, R., Licorotondo, G., Amoroso, S., y Gerasi, D.
(2003). The allergens of Parietaria. Int. Arch. Allergy Immunol. 130, 173-179; (17) Carreira, J. y Polo, F. (1995). The
allergens of Olea europaea and Parietaria spp. and their relevance in the Mediterranean Area. Allergy Clin. Immunol.
News 7, 79-84]. Una caracteristica significativa de Parietaria es el largo periodo de polinizacién que tiene una duracion
de una pluralidad de meses y resulta en la presencia de sintomas casi perennes en los pacientes que son alérgicos a
Parietaria, que van desde rinoconjuntivitis leve al asma severo. Se deberia sefialar que la sensibilizacion
monoespecifica normal ligera de Parietaria implica la sensibilizacién a varias especies de este género, ya que la
reactividad cruzada significativa se ha demostrado entre diferentes especies de Parietaria.

Se han presentado varios trabajos sobre la purificacion y caracterizacion de las fracciones alergénicas de las dos
especies mas comunes que son P. judaica y P. officinalis. Estas fracciones tienen pesos moleculares en el intervalo de
10-14 kDa y son responsables de practicamente toda la potencia alergénica de sus extractos [(16) Colombo, P., Bonura,
A., Costa, M., 1zzo, V., Passantino, R., Licorotondo, G., Amoroso, S., y Gerasi, D. (2003). The allergens of Parietaria. Int.
Arch. Allergy Immunol. 130, 173-179; (18) Ayuso, R., Carreira, J., Lombardero, M., Duffort, O., Peris, A., Basomba, A., y
Polo, F. (1993). Isolation by mAb based affinity chromatography of two Par j isoallergens. Comparison of their
physicochemical, immunochemical and allergenic properties. Mol. Immunol. 30, 1347-1354; (19) Polo, F., Ayuso, R., y
Carreira, J. (1990). HPLC purification of the main allergen of Parietaria judaica pollen. Mol. Immunol. 27, 151-157; (20)
Polo, F., Ayuso, R., y Carreira, J. (1991). Studies on the relationship between structure and IgE-binding ability of
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Parietaria judaica allergen 1. Mol. Immunol. 28, 169-175]. El desarrollo de la ingenieria genética ha permitido la
caracterizacion molecular, de los alergenos del polen de Parietaria que se completan: los dos principales alergenos de
polen de P. judaica conocidos como Par j 1y Par j 2 se han clonado y secuenciado [(21) Duro, G., Colombo, P., Costa,
M.A., lzzo, V., Porcasi, R., DiFiore, R., Locorotondo, G., Mirisola, M.G., Cocchiara, R., y Geraci, D. (1996). cDNA
cloning, sequence analysis and allergological characterization of Par j 2,0101, a new major allergen of the Parietaria
judaica pollen. FEBS Lett. 399, 295-298; (22) Costa, M.A., Colombo, P., 1zzo, V., Kennedy, H., Venturella, S., Cocchiara,
R., Mistrello, G., Falagiani, P., y Geraci, D. (1994). cDNA cloning expression and primary structure of Par j. I, a major
allergen of Parietaria judaica pollen. FEBS Lett. 341, 182-186; (23) Amoresano, A., Pucci, P., Duro, G., Colombo, P.,
Costa, M.A,, Izzo, V., Lambda, D., y Geraci, D. (2003). Assignment of disulphide bridges in Par j 2,0101, a major allergen
of Parietaria judaica pollen. Biol. Chem. 384, 1165-1172]. Ambos alergenos pertenecen a la familia de las proteinas de
transferencia de lipidos no especificas (ns-LTP) y poseen un péptido sefial en su region terminal que, después del
procesamiento, da lugar a proteinas que tienen un peso molecular de 14.726 y 11, 344 Da, respectivamente, y que
tienen aproximadamente 45% de residuos idénticos. Los posibles epitopos lineales de unién a IgE en ambos alergenos,
que podrian estar situados en las zonas estructuralmente relacionadas, se han descrito [(24) Asturias, J.A., Gémez-
Bayon, N., Eseverri, J.L., y Martinez, A. (2003). Par j 1 and Par j 2, the major allergens from Parietaria judaica pollen,
have similar immunoglobulin E epitopes. clinical and Experimental Allergy 33, 518-524]. Estas regiones son los objetivos
sobre los que se actuara para poder obtener las moléculas hipoalergénicas 6ptimas para el tratamiento de la alergia al
polen de P. judaica.

Los ns-LTP son bien conocidos por su capacidad para completar in vitro el intercambio intermembrana y/o la
transferencia de lipidos polares [(25) van Ree, R. (2002). Clinical importance of non-specific lipid transfer proteins as
food allergens. Biochem. Soc. Trans 30, 910-913]. Dos familias principales se han caracterizado en plantas, LTP1 con
una masa molecular de aproximadamente 9 kDa y LTP2 con una masa molecular de aproximadamente 7 kDa. Los
alergenos pertenecientes a la familia LTP se han identificado en plantas distintas de las alimenticias, donde se han
estudiado ampliamente. Por lo tanto, Hev b 12 a partir del latex de Hevea brasiliensises una proteina basica de 9,3 kDa
gue demuestra aproximadamente 65 % de identidad de secuencia con LTPs alergénicos de frutas de la familia
Rosaceae [(26) Beezhold, D.H., Hickey, V.L., Kostyal, D.A., y otros (2003). Lipid transfer protein from Hevea brasiliensis
(Hev b 12), a cross-reactive latex protein. Ann Allergy Asthma Immunol 439-445]. Adicionalmente, algunos alergenos de
polen se han descritos como LTPs, tales como Art v 3 de Artemisia vulgaris [(27) Diaz-Perales, A., Lombardero, M.,
Sanchez-Monge, R., y otros. (2000). Lipid-transfer proteins as potential plant panallergens: cross-reactivity among
proteins of Artemisia pollen, Castanea nut and Rosaceae fruits, with different IgE-binding capacities. Clin Exp Allergy
1403-1410] y Ole e 7 de Olea europaea [(28) Tejera, M.L., Villalba, M., Batanero, E., y Rodriguez, R. (1999).
Identification, isolation, and characterization of Ole e 7, a new allergen of olive tree pollen. J. Allergy Clin. Immunol. 797-
802; (29) Rodriguez, R., Villalba, M., Batanero, E., y otros (2002). Allergenic diversity of the olive pollen. Allergy 6-16]
gue son de 9-10 kDa y tienen 30-55 % de identidad de secuencia con Allergenic LTPs de los alimentos. Los alergenos
principales de P. judaica, Parj 1y Par | 2, que tienen aproximadamente 45% de identidad de secuencia entre si, por otro
lado, tienen pesos moleculares mas altos de lo normal en la familia LTP; 14,7 y 11,3 kDa, respectivamente [(16)
Colombo, P., Bonura, A., Costa, M., 1zzo, V., Passantino, R., Licorotondo, G., Amoroso, S., y Gerasi, D. (2003). The
allergens of Parietaria. Int. Arch. Allergy Immunol. 130, 173-179]. Sin embargo, aunque ambos alergenos tienen una
estructura similar a la de los LTPs, tienen niveles moderados de identidad con los LTPs de alimentos en la regién de
secuencia comun (28 % entre Par j 1 y LTP de melocotén).

W02005/085278 describe la construccion de una proteina de fusion que comprende los dos alergenos principales de
Parietaria judaica, en donde la estructura tridimensional de la proteina de fusién se ha interrumpido por la sustitucion de
ciertos residuos de cisteina en la secuencia primaria de cada alergeno (mas especificamente los residuos de cisteina
implicados en la formacién de puentes disulfuro), de manera que las secuencias de alergenos mantienen esencialmente
la misma longitud. De acuerdo con experimentos posteriores, esto debe conducir a una proteina que es 1000 veces
menos alergénica que los alergenos naturales.

Los inventores de la presente invencion han descubierto que una reduccidon sorprendentemente grande en la
alergenicidad se puede obtener no s6lo mediante la interrupcion de la estructura tridimensional del alergeno, sino
ademas por la supresion de algunos sitios de unién a IgE (conocidos como epitopos B) y que, lo mas
sorprendentemente, esto no conduce a una reduccién en la inmunogenicidad.

La presente invencion describe por primera vez diferentes proteinas quiméricas obtenidas por fragmentos de unién de
los dos alergenos de Parietaria judaica Par j 1 y Par j 2) que contienen un menor nimero de epitopos de union a IgE, asi
como método y productos intermedios diferentes para obtenerlos. No sélo se interrumpe la estructura tridimensional de
las proteinas quiméricas de la presente invencién, sino ademéas se han suprimido ciertos epitopos B. Las proteinas
quiméricas de acuerdo con la presente invencion pueden ser denominadas hipoalergénicas con una alergenicidad
reducida por 99,99 %, ya que tienen una menor capacidad para unirse a anticuerpos IgE basado en: i) ELISA in vitro,
ELISA de inhibicion y pruebas de inmunodeteccion usando mezclas de sueros de pacientes alérgicos a P. judaica; ii)
pruebas in vivo de reactividad cutanea en pacientes alérgicos a P. judaica; y iii) prueba de inhibiciéon in vitro EAST con
sueros individualizados de pacientes alérgicos a P. judaica. Las proteinas quiméricas de acuerdo con la presente
invencion, por el contrario, mantienen su capacidad inmunogénica, como se demostré mediante ensayos de
linfoproliferacion en las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de 13 pacientes alérgicos a P. judaica.
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Los extractos alergénicos son mezclas complejas de proteinas y moléculas no proteicas. El creciente uso de técnicas
para detectar los niveles de IgE especifica contra los componentes de un extracto ha hecho posible demostrar que los
pacientes alérgicos por lo general tienen reactividad hacia varios componentes. Los casos de pacientes alérgicos que
reaccionan solo a un solo alergeno son raros. Desde que los extractos alergénicos tienen problemas obvios en la
inmunoterapia, una solucién es agrupar la mayor cantidad de propiedades terapéuticas como sea posible en una sola
molécula.

Resumen de la invencién

Los presentes inventores han tenido éxito al combinar dos alergenos en una molécula, teniendo esto no soélo los
beneficios desde el punto de vista de la produccién industrial y terapia, sino ademas mostrando la alergenicidad
significativamente reducida sin ningin cambio en la inmunogenicidad.

Por estas razones, la presente invencion se refiere a proteinas quiméricas (de aqui en adelante denominadas Q2)
compuestas de fragmentos de los alergenos Par j 1y Par j 2, de las cuales la reactividad alergénica se reduce sin una
pérdida de la capacidad inmunogénica, ya que han perdido parte de sus epitopos B de union a IgE. De este modo, el
polipéptido quimérico resultante tiene un peso molecular inferior que la suma de las dos proteinas individuales.

En un primer aspecto, la invencidon proporciona una proteina quimérica que comprende secuencias de aminoacidos
derivadas de las secuencias que corresponden a los principales alergenos del polen de Parietaria judacia conocidos
como Par j 1y Par j 2, la secuencia de aminoacido de la proteina quimérica que carece de uno o mas epitopos para
unirse a anticuerpos IgE correspondientes a las secuencias de la cual se deriva, y en donde la proteina no tiene una
reduccion en la inmunogenicidad, caracterizado porque la proteina comprende la secuencia de aminoacido de la sec.
con num. de ident.: 4.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona una proteina quimérica consistente de la secuencia de aminoacido de
la sec. con nim. de ident.: 4.

En un tercer aspecto, la invencién proporciona una proteina quimérica como se define por ya sea el primer o segundo
aspecto para el uso como un medicamento.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifican una proteina de acuerdo con ya sea el primer o segundo aspecto.

En un quinto aspecto, la invencion proporciona un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos de sec.
con ndm de ident.: 3.

En un sexto aspecto, la invencion proporciona un vehiculo de expresién microbiana en un organismo huésped
transformado, que es auto-replicante y se usa para expresar el polinucledtido del cuarto o quinto aspecto.

En un séptimo aspecto la invencién proporciona un organismo huésped, distinto de un ser humano, transformado con un
vehiculo de expresion microbiana de acuerdo con el sexto aspecto.

En un octavo aspecto, la invencién proporciona un método para producir un polipéptido que contiene una proteina
quimérica de acuerdo con ya sea el primer o segundo aspecto, caracterizado porque comprende el cultivo de un
organismo huésped que contiene un vehiculo de expresién microbiana que se auto-replica en el organismo antes
mencionado y se usa para expresar la proteina quimérica de acuerdo con el primer o segundo aspecto.

En un noveno aspecto, la invencion proporciona un método para purificar la proteina quimérica de acuerdo con
cualquier reivindicacién del primero o segundo aspecto, que comprende el aislamiento de esta a partir del cultivo, las
células o ambos.

En un décimo aspecto, la invencién proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de
una proteina de acuerdo con ya sea el primer o segundo aspecto y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Asi, la presente invencion ademas se relaciona con la secuencia de nucleétidos que incluye el ADN que codifica el
polipéptido quimérico mencionado anteriormente, el sistema de expresién que comprende dicha secuencia acompafiado
por las secuencias requeridas, para la expresion y control, y la célula receptora transformada por dicho sistema de
expresion.

Esta invencion se relaciona ademas con el uso clinico de este polipéptido quimérico, a la inmunoterapia especifica para
el tratamiento de alergias, asi como a las posibles composiciones en las que se produce este polipéptido quimérico y los
diferentes métodos de administracion de estos.
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Las propiedades hipoalergénicas de las proteinas quiméricas de la presente invencion que permiten el uso de estas en
la inmunoterapia han sido ampliamente demostradas. Las pruebas inmunolégicas llevadas a cabo por los inventores
muestran que la quimera Q2 no tiene ningun reconocimiento de la IgE en el suero de pacientes alérgicos a Parietaria
judaica, como se ilustra en las Figuras 10 y 11. Q2 tiene una capacidad de unioén a IgE que es 10.000 veces menor que
la de la mezcla de las dos proteinas naturales, como se ilustra en la Figura 12.

Esta data de baja alergenicidad se restringi6é por experimentos in vivo en 30 pacientes mediante una prueba de punzada
cutanea La alergenicidad del quimera del comparador Q1 fue 3,5 veces menor que la obtenida con las dos proteinas
naturales aisladas (Figura 13). Por otro lado, la alergenicidad de Q2, formada por los fragmentos de Parj 1y Parj 2,
que no contienen ninguno de los epitopos B descritos, fue 112 veces menor que la obtenida con las dos proteinas
naturales aisladas.

La baja alergenicidad (capacidad de unién a IgE) de la quimera Q2 se corroboré mediante la medicién de la reactividad
de esta molécula con sueros de 30 pacientes alérgicos a Parietaria judaica (Figura 14). Esta reduccién en la
alergenicidad se acompafié sorprendentemente por el mantenimiento de la capacidad inmunogénica de la quimera Q2,
gue no difiere de la de la suma de las proteinas naturales individuales (Figura 16).

El mantenimiento de la inmunogenicidad permitird a esta quimera que se use como un sustituto para el extracto
completo, pero mucho méas seguro (menos alergenicidad).

Depdsito de cepas

La cepa del microorganismo correspondiente a la presente invencion se depositd en la coleccion espafiola de cultivos
tipo (CECT) en la Universidad de Valencia (Universidad de Valencia, Edificio de Investigacion, Campus de Burjasot,
46100 BURJASOT, Valencia), de acuerdo con el tratado de Budapest sobre el reconocimiento internacional del
depésito de microorganismos para los propositos de procedimientos de patentes, con la siguiente referencia:

. Escherichia coli CECT 7141

Depositada el 7 de marzo de 2006.

Descripcion de las figuras
La Figura 1 es un diagrama de la construccion del quimera del comparador Q1.

La Figura 2 muestra una secuencia de aminoacidos y nucledtidos de Q1. Los residuos correspondientes a la cola de
afinidad del vector pQE-32 estan subrayados. Los residuos introducidos por la seccion de EcoRI (EF) estan
sombreados. Los residuos de cisteina tienen doble subrayado.

La Figura 3 muestra una comparacion de los epitopos de IgE de Par j 1 y Par j 2 (cajas) y el epitopo T (subrayado),
indicando los epitopos Q2 suprimidos en cajas de rayado grueso. Los residuos idénticos (:) y residuos similares (.) han
sido marcados.

La Figura 4 es un diagrama constructivo de Q2.

La Figura 5 muestra una secuencia de aminoacidos y nucledtidos de Q2. Los residuos correspondientes a la cola de
afinidad del vector pQE-32 estan subrayados. Los residuos introducidos por la seccion EcoRI (EF) Pstl (LQ), y EcorRV
(DI) estan sombreados. Los residuos de cisteina tienen doble subrayado.

La Figura 6 muestra una comparacion de los epitopos de IgE de Par j 1 y Par j 2 (cajas) y el epitopo T (subrayado),
indicando los epitopos suprimidos de Q3 en cajas de doble rayado. Los residuos idénticos (:) y residuos similares (.) han
sido marcados.

La Figura 7 es un diagrama de construccién del quimera del comparador Q3.
La Figura 8 muestra una secuencia de aminoacidos y nucleétidos de Q3. Los residuos correspondientes a la cola de
afinidad del vector pQE-32 estan subrayados. Los residuos introducidos por la secciéon EcoRI (EF) Pstl (LQ), y EcorRV

(DI), Bglll (RS), y Kpnl (GT) estan sombreados. Los residuos de cisteina tienen doble subrayado.

La Figura 9 muestra la tincion por azul de Coomassie de un gel de poliacrilamida después de la electroforesis: Q1 (carril
1), Q2 (carril 2), Q3 (carril 3).

La Figura 10 muestra los resultados de un analisis de dicroismo circular de las proteinas purificadas nPar j 1-nPar j 2,
Q1,Q2,y Q3.
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La Figura 11 muestra la inmunodetecciéon con anticuerpos IgE de una mezcla de sueros de pacientes alérgicos a P.
judaica que comprende: nPar j 1-nPar j 2 (carril 1), rPar j 1 (carril 2), rPar j 2 (carril 3), Q1 (carril 4), Q2 (carril 5), Q3
(carril 6).

La Figura 12 muestra una union de anticuerpos IgE a Q1, Q2 y Q3 usando 15 sueros de pacientes alérgicos a P. judaica
(dilucion 1/10). Los valores de tres experimentos se muestran con sus desviaciones.

La Figura 13 muestra un resultado de la prueba ELISA de inhibicién usando extracto de P. judaica en la fase sélida y
nPar j 1-Par j 2, Q1,, Q2, y Q3 como inhibidores usando una mezcla de sueros de pacientes alérgicos a P. judaica.
Cada valor corresponde a la media de tres experimentos con una desviacion estandar de menos de 10 %.

La Figura 14 muestra el resultado de las pruebas cutaneas llevadas a cabo con extracto de P. judaica, nParj 1-Parj2y
Q1 (50 pg/ml), y Q3 (250 pg/ml). El valor que se muestra es el area del parche en mm 2,

La Figura 15 muestra la determinacién de IgE especifica llevada a cabo con extracto de P. judaica, nPar j 1-Parj 2,y Q1
(50 pg/ml), y Q2 y Q3 (250 pg/ml).

La Figura 16 muestra una determinacion de la concentracidon 6ptima para estudiar la proliferacién de linfocitos T en
pacientes alérgicos a P.judaica. Indice de Estimulacion (IE).

La Figura 17 muestra la proliferacion de linfocitos T obtenidos con extracto de P.judaica y 0,5ug/ml de las tres proteinas
quiméricas y las formas natural y recombinante de Par j 1 y Par j 2. El valor que se muestra es el del indice de
estimulacién (%). Sin diferencia significativa (ns).

Descripcion detallada

Se proporciona en la presente descripcidon una proteina quimérica o péptido de baja alergenicidad obtenido por la
supresion de cualquier epitopo B o epitopo de unién a IgE o sintesis sin cualquier epitopo B o de unién a IgE. La
supresion se aplicara preferentemente a los epitopos B en las posiciones 28 a 53 de Parj1y Parj 2.

El término "baja alergenicidad", y variantes similares como se usa en la presente descripcién es un término relativo y se
relaciona con la capacidad in vivo e in vitro reducida de las proteinas de la invencion a estimular una respuesta alérgica
cuando se compara con la misma capacidad de los inmunégenos silvestres.

La proteina quimérica comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra en la sec. con nim. de ident.: 4 con la
maxima preferencia la proteina quimérica consiste de la secuencia de aminoacidos que se muestra en la sec. con nim.
de ident.: 4.

En la presente se describen ademas proteinas quiméricas que comprenden adicionalmente una secuencia homologa a
la secuencia de aminoacidos que se muestra en la sec. con nim. de ident.: 2, 4 o 6. Preferentemente, la secuencia
homdloga tiene una homologia de al menos 70 %, con mayor preferencia al menos 80 %, aun con mayor preferencia al
menos 90 %, con la maxima preferencia 100 %, a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la sec. con nium. de
ident.: 2, 4 0 6, con la maxima preferencia a la secuencia de aminoacidos se muestra en la sec. con nim. de ident.:4.

En la presente se describen ademas proteinas quiméricas o péptidos que tienen una secuencia de aminoacidos con al
menos 70 %, preferentemente al menos 80 %, con mayor preferencia al menos 90 %, con la maxima preferencia 100 %,
de homologia a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la sec. con nim. de ident.: 2, 4 0 6.

La proteina quimérica puede comprender ademas una secuencia de péptido que facilita su purificacién. Tales péptidos
son conocidos cominmente en la técnica, por ejemplo una cola de polihistidina.

Los fragmentos que constituyen las proteinas quiméricas se pueden sintetizar por una persona entrenada cualificada
siguiendo un esquema conocido para la amplificacion en la cadena de la polimerasa (PCR). Dichos fragmentos,
después que se digieren por las enzimas de restriccion apropiadas, se pueden integrar mediante ligacion a un vector de
expresion. Este vector de expresion (como el vector pQE32 comercial) puede tener la capacidad para fusionar la
proteina quimérica con las secuencias que ayudan a la purificacién tales como una serie de histidinas posicionadas en
el extremo amino terminal. Durante la construccion de las proteinas quiméricas, los diferentes fragmentos de ADN se
unen por enlazadores formados por secuencias reconocidas por diferentes enzimas de restriccién, y los residuos que no
existian en la secuencia original del alergeno natural, por lo tanto, aparecen en la molécula quimérica final. Estos
nuevos residuos, lo que no interfieren en la lectura correcta de la proteina, se han marcado en las secuencias en la
Figura 2, 5, y 8, y se describen adecuadamente en los ejemplos pertinentes. Del mismo modo, las quimeras tienen 14
residuos en la zona amino-terminal que no estan presentes en la secuencia original y corresponderian a la region rica
en histidina que permite la purificacion rapida por la interaccion con metales divalentes unidos a soportes solidos.
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Preferentemente un polinucleétido de la invencién comprende la secuencia de nucleétidos que se muestra en la sec.
con nam. de ident.:3.

El polinucledtido puede comprender alternativa o adicionalmente una secuencia homdloga a la secuencia de nucle6tidos
que se muestra en la sec. con num. de ident.:3. Preferentemente, la secuencia homoéloga tiene una homologia de al
menos 70 %, con mayor preferencia al menos 80 %, aun con mayor preferencia al menos 90 %, con la maxima
preferencia 95 %, a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la sec. con nim. de ident. 3.

Otra modalidad preferida incluye un polinucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos con al menos 70 %,
preferentemente al menos 80 %, con mayor preferencia al menos 90 %, con la maxima preferencia 100 %, de
homologia con la secuencia de nucleétidos que se muestra en la sec. con nim. de ident.:3.

El polinucleétido puede comprender ademas una secuencia que codifica un péptido sefial. El péptido sefial es una
secuencia de aminoacidos que inicia el transporte de una proteina a través de la membrana del reticulo endoplasmico.
Los péptidos sefiales adecuados seran conocidos por un experto en el campo de la invencion.

De acuerdo con otros aspectos de la presente invencion, se proporciona un sistema de expresién que comprende una
secuencia de polinucleétidos de la invencidn, y una célula huésped transformada por dicho sistema de expresion capaz
de expresar una proteina o péptido de la invencion.

La invencién comprende ademas animales transgénicos capaces de producir una proteina de la invencion, por ejemplo
en su leche o en la clara de sus huevos.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de una proteina de la invencion para el uso
en el tratamiento de un trastorno inmunoldgico, particularmente un trastorno de hipersensibilidad tales como alergia.

En la presente se describe ademas el uso de una proteina de la invencién para la preparacién de un medicamento para
el tratamiento de un trastorno inmunoldgico, particularmente un trastorno de hipersensibilidad tal como alergia.
Preferentemente, el medicamento es una vacuna.

Preferentemente, el trastorno de hipersensibilidad es una alergia al polen de Parietaria, con mayor preferencia polen de
Parietaria judaica.

Como se usa en la presente, el término tratamiento y las variaciones tales como "trata" o "tratar" se refieren a cualquier
régimen que puede beneficiar a un ser humano o animal no humano. El tratamiento puede ser con respecto a una
afeccion existente o puede ser profilactico (tratamiento preventivo). El tratamiento puede incluir efectos curativos, alivio
o profilacticos. Preferentemente, el tratamiento es el tratamiento profilactico.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad eficaz de una proteina de la invencién y un excipiente farmacéuticamente aceptable.
Preferentemente, la composicidn farmacéutica es una composicion de vacuna.

Ademas, en la presente se describe un método para tratar un trastorno inmunolégico, particularmente un trastorno de
hipersensibilidad tal como alergia, dicho método que comprende la etapa de administrar una cantidad eficaz de una
proteina o péptido de la invencién a un sujeto que lo necesita.

La seleccion de la administracién y formas de dosificacion adecuadas para un paciente individual resultaran evidentes
para aquellos con experiencia en la técnica.

La presente invencion cubre el uso de las quimeras de acuerdo con la presente invencién, preferentemente la quimera
Q2 para los tratamientos de desensibilizacion en mamiferos. Los métodos de desensibilizacion implican la
administracion repetida por via parenteral (subcutanea, intravenosa o intramuscular) u oral, nasal o rectal del alergeno
en cuestion. Estos (poli) péptidos se pueden administrar solos o en conjunto con otros diluyentes, de acuerdo con la
legislacion vigente y los procedimientos galénicos de uso.

Las proteinas quiméricas Q2 (de acuerdo con la invencion) y Q3 (un comparador) descritas son hipoalergénicas, ya que,
como se muestra en las Figuras 10, 11, 12 y 14, tienen menor reactividad con el suero de pacientes alérgicos a P.
judaica que el extracto completo o las proteinas naturales combinadas, y, por otra parte, esta hipoalergenicidad se
encuentra ademas en pruebas cutaneas in vivo (Figura. 13).

Las moléculas quiméricas Q1 (un comparador) y Q2 (de acuerdo con la invencion) tienen ademas una capacidad
inmunogénica similar a la de las proteinas naturales combinadas (Figura 16). Ambas caracteristicas (hipoalergenicidad
e inmunogenicidad) hacen la quimera Q2 un candidato excelente para el tratamiento preventivo y curativo de la alergia
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al polen de P. judaica que se puede manifestar como rinitis, conjuntivitis, asma, urticaria, angioedema, eccema,
dermatitis, o incluso choque anafilactico.

Las caracteristicas inmunolégicas de la proteina quimérica de acuerdo con la presente invencién se describiran de aqui
en adelante. La Figura 10 muestra una prueba de inmunodeteccion que indica que las quimeras Q2, de acuerdo con la
invencion, y Q3, un comparador, (carriles 5 y 6) tienen una capacidad de union a IgE reducida en gran medida en
pacientes alérgicos cuando se compara con la reactividad de las dos proteinas naturales (carril 1), las proteinas
recombinantes aisladas (carriles 2 y 3) o la quimera (carril 4), que muestra la fusiéon recombinante de las dos proteinas
que estan completas, pero contienen todos sus epitopos B. Esto debe indicar que la ausencia de los epitopos B
incluidos entre los residuos 29 y 52 (quimera Q2) contribuye a la reduccion de la alergenicidad. Se obtuvo resultado
similar cuando se investigd la reactividad de 15 sueros diferentes hacia las proteinas quiméricas (Figura 11). Las
proteinas quiméricas Q2, de acuerdo con la invencion, y Q3, un comparador, tienen mucho menor reactividad que la
observada para Q1, un comparador, que es la unién de los dos alergenos completos (Par j 1-Par j 2 ). Esta reduccion de
la alergenicidad se cuantificé por ELISA de inhibicidon con una mezcla de sueros de pacientes alérgicos a P. judaica
(Figura 12). Se requiri6 10.000 veces mas proteina Q2 para alcanzar el 60 % de inhibicion del extracto de la mezcla de
las dos proteinas naturales. Por tanto, se podria inferir que fue 10.000 veces menos alergénico que las proteinas
naturales y aproximadamente 20 veces menos alergénico que la proteina quimérica Q1, un comparador.

Una medicién mas directa de la hipoalergenicidad de la quimera Q2 se obtuvo por medicion directa de la reactividad
cutanea en 30 pacientes alérgicos al polen de P. judaica. Los datos dados en la Figura 13 muestran que la quimera Q2
tuvo una marcada reduccion en la reactividad cutanea. Una comparacion de los descriptivos de cada distribucion
muestra que la quimera Q2 tiene un tamafio medio de parches 112 veces menor que el observado para las dos
proteinas naturales, y esto indica una reduccion en la actividad alergénica por méas de 99 %.

La baja capacidad de unién de IgE con la proteina quimérica Q2 se demostré ademas con el suero a partir de otros 30
pacientes alérgicos a P. judaica medido por EAST (Figura 14). En todos los pacientes, la uniéon a IgE se redujo
considerablemente en el quimera Q2 en comparacién con la mezcla de proteinas naturales.

Esta gran reduccion en la capacidad de unién a IgE y por lo tanto en la capacidad de desencadenar reacciones
adversas debido a la supresion de epitopos B se acompafd por el mantenimiento de la capacidad inmunogénica. El
proteina Q2 demostré un indice de linfoproliferacion que fue similar al inducido por el extracto natural y la mezcla de las
dos proteinas naturales puras combinadas, como se muestra en la Figural6. Todo esto muestra que la proteina
quimérica Q2 construida con fragmentos de Par j 1y Par j 2 contuvo un menor nimero de epitopos de IgE pero mantuvo
suficientes epitopos T para inducir una respuesta inmune protectora.

La invencion se comprendera mejor por medio de los siguientes ejemplos que se refieren a las etapas experimentales
en la preparaciéon de la invenciéon y la demostracién de sus cualidades. Estos ejemplos son ejemplos meramente
ilustrativos y no limitan la invencién.

EJEMPLO 1: Construccion de las fusiones del polipéptido del comparador Q1, proteina quimérica de la invencién Q2, y
polipéptido del comparador Q3.

Las proteinas quiméricas se construyeron mediante amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR) usando, como una
matriz, los plasmidos que contienen las secuencias que codifican Par j 1,0103 y Par j 2,0101 descritas en Gonzélez-
Rioja y otras, "Expression and purification of the recombinant allergens Par j 1 and Par j 2" XXIIl Congreso EAACI,
Abstracts Book (2004), 181-182 y los desencadenantes especificos en cada caso. Los desencadenantes se componen
de la zona de hibridacién, de varios sitios de seccion para diferentes endonucleasas restrictivas (subrayado), y de
algunos nucleodtidos de anclaje. La reaccién de amplificacion inducida por PCR tuvo los siguientes componentes en un
volumen de reaccion de 50 pl: tampén de amplificacién x10, 5ul; 200 uM de dNTPs; 100 pmoles de cada
oligonucledtido desencadenante: 2,5 unidades de polimerasa Taq (ADN polimerasa Pfx, Invitrogen); 1 ng de ADN matriz
y agua destilada estéril hasta 50 pl. La reacciéon de amplificacién se llevé a cabo en un termociclador RoboCycler
(Stratagene) bajo condiciones especificas que se describiran en cada caso. El producto de reaccidon se sometié a
electroforesis en gel de agarosa (2%) y la banda de interés se aislo a partir del gel usando Geneclean (Bio101), usando
el método descrito por el fabricante. Los fragmentos aislados se digirieron por las enzimas restrictivas adecuadas y
ligaron con el vector pBluescript digerido por las mismas enzimas. La mezcla de ligacion se uso para transformar células
competentes de E. coli DH5a (obtenible a partir de Invitrogen, Paisley, GB). Las colonias resultantes se cultivaron para
aislar su ADN de plasmido, que se digiri6 por las enzimas adecuadas para liberar el fragmento de interés. Se
seleccionaron los clones positivos para la secuenciacion de estos. La secuenciacion del ADN insertado en el pBluescript
se llevo a cabo por el método de Sanger [(30) Hanahan, D. (1983). Studies on transformation of Escherichia coli with
plasmids. J. Mol. Biol. 166, 557-5880] modificado para el uso con didesoxinucle6tidos fluorescentes y amplificacién en
un termociclador usando el Estuche de Secuenciacion con Ciclo de Terminacion Didesoxi de Reaccion Lista PRISM
(Perkin Elmer), siguiendo las instrucciones del fabricante.

A) Proteina del comparador quimérica Q1
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En este caso, las secuencias completas de ambas proteinas (Par j 1 y Par j 2) deben estar fusionadas para obtener una
proteina que tiene la estructura terciaria desestabilizada pero con todos sus epitopos de IgE secuenciales completos.
Para obtener la construccidon conocida como Q1, se usaron como matrices los ADNc de Parj 1y Parj2 clonados en el
vector pKS-Bluescript. Para fusionar las dos secuencias, fue necesario disponer de un enlazador, en este caso el
objetivo EcoRl, tanto en el extremo C-terminal de la secuencia de Par j 1 como en el extremo N-terminal de Par j 2, para
permitir la posterior ligacion de los fragmentos. Dicho objetivo se afiadié al correspondiente, oligonucleotido sintético
(F1IR1y F1F2), y se incorpor6 en el fragmento amplificado en el proceso de PCR.

Oligonucledtidos sintéticos usados

Fragmento 1: F1F1, CG GGATCC TGCAAGAAACCTGCGG (BamHI) y F1R1, CG GAATTC
GGCTTTTTCCGGTGCGG (EcoRI). Condiciones: 94°C, 4 min (1 ciclo); 94°C, 30 s - 53°C, 30 s - 72°C, 90 s (6
ciclos); 94°C, 30 s - 60°C, 30 s - 72°C, 90 s (35 ciclos); 72°C, 10 min (1 ciclo).

Fragmento 2: F1F2, CG GAATTC GAGGAGGCTTGCGGGA (EcoRl) y Fl1R2, CG AAGCTT
CTAATAGTAACCTCTGA (Hindlll). Condiciones: 94°C, 4 min (1 ciclo); 94°C, 30 s - 51°C 30 s - 72°C, 90 s (5 ciclos) ;
94°C, 30s-59°C, 30 s - 72°C, 90 s (35 ciclos); 72°C, 10 min (1 ciclo).

Dos productos de PCR correspondientes a Par j 1 y Par j 2, respectivamente, se crearon. Para el primero de ellos (Par j
1), los oligonucleétidos sintéticos F1F1 y F1R1 se usaron para los extremos N y C terminal, respectivamente, siendo
obtenido un tamafio de aproximadamente 420 pares de bases (pb). El fragmento amplificado se clon6 en el vector pKS-
Bluescript y se confirmd su secuencia. Para el segundo fragmento correspondiente a Par j 2, se empled el mismo
procedimiento usando los oligonucledtidos F1F2 y F1R2 para los extremos N y C terminal respectivamente En esta
ocasion, se obtuvo un fragmento de aproximadamente 300 pb, que se cloné en el vector pKS-Bluescript y de los cuales
se confirm@ la secuencia. Este segundo fragmento se unié a la primera por la ligacion a través del objetivo EcoRlI, Par j
1 remanente en el extremo N-terminal y Par j 2 en el extremo C-terminal, y el fragmento resultante se subcloné
posteriormente en el vector de expresion comercial pQE-32 (Qiagen), que contiene una secuencia extra de 13
aminoacidos en el extremo N-terminal, correspondiente a la cola de afinidad (Figura. 2). Dicha secuencia codificé para
un polipéptido que tiene 256 aminoacidos y un peso molecular aparente de 28070 Da.

B) Proteina quimérica Q2 de la invencion

Al obtener esta quimera, el fragmento de ambas proteinas debia estar unido pero sin incluir ninguno de los epitopos de
IgE secuenciales descritos [(18) Asturias, J.A, Gémez-Baydn, N., Eseverri, J.L., y Martinez, A. (2003). Par j 1 and Par j
2, the major allergens from Parietaria judaica polen, have similar immunoglobulin E epitopes. Clinical and Experimental
Allergy 33, 518-524]. Algunos oligonucledtidos sintéticos que comprenden los siguientes fragmentos se disefiaron: Par j
1 (fragmentos de los residuos 1 a 28 y 53 a 139) y Par j 2 (fragmentos de los residuos 1 a 28 y 53 a 103) (Figura 3y 4).
Parte de la secuencia que contiene los epitopos de IgE se elimind de esta manera.

Cuatro fragmentos (dos de cada alergeno) se amplificaron para esta construccion y el ADNc de Par j 1y Par j 2 clonado
en el vector pKS Bluescript se us6 como la matriz. EI mecanismo de construccion de la nueva proteina es el uso de
enzimas restrictivas (Pstl, EcoRi y EcoRVen este caso) para la unidon secuencial de los fragmentos amplificados
diferentes.

Oligonucleétidos sintéticos usados

e Fragmento 1: F1F1, CG GGATCC TGCAAGAAACCTGCGG (BamHIl) y F2R1l, CG CTGCAG
CCCCTTTGACGGCTCTT (Pstl). Condiciones min (1 ciclo); 94°C, 30 s - 54°C, 30 s - 72°C, 90 s (35 ciclos); 72°C,
10 min (1 ciclo).

e Fragmento 2: F2F2, CG CTGCAG ATCCAGACCGCCATGAA (Pstl) y F2R2, CG GAATTC
GGCTTTTTCCGGTGCGGG (EcoRl).

e Fragmento 3: F2F3, CG GAATTC GAGGAGGCTTGCGGGAA (EcoRl) y F2R3, CG GATATC
CTCCTTCGACGGCTCCTT (EcoRV).

e Fragmento 4: F2F4, CG GATATC ATAGTGCGCGCCACGAA (EcoRV) vy Fl1R2, CG AAGCTT
CTAATAGTAACCTCTGA (Hindlll). Las condiciones de los tres fragmentos fueron: 94°C, 4 min (1 ciclo; 94°C, 30 s
-54°C, 30 s - 72°C, 90 s (5 ciclos) ; 94°C, 30 s - 62°C, 30 s - 72°C, 90 s (35 ciclos); 72°C, 10 min (1 ciclo).

Para el primero de estos, correspondiente a Par j 1 (fragmento 1), los oligonucledétidos sintéticos F1F1 y F2R1 se usaron
para los extremos N y C terminal respectivamente, siendo obtenido un tamafio de aproximadamente 90 pares de bases
y clonado en el vector pKS-Bluescript Para el segundo fragmento correspondiente a Par j 1, el mismo procedimiento se
llevé a cabo usando los oligonucledtidos F2F2 y F2R2 para los extremos N y C terminal respectivamente. En esta
ocasion, se obtuvo un fragmento de aproximadamente 260 pb y se clond en el vector pKS-Bluescript. Este ultimo
fragmento se unio al primero por ligacién a través del enlazador del objetivo llevado por Pstl y se confirmé su secuencia.

Con respecto a los dos fragmentos amplificados a partir de la secuencia de Par j 2 (fragmentos 3 y 4, se sigui6 el
procedimiento descrito para los fragmentos 1 y 2. Los oligonucleétidos F2F3/F2R3 y F2F4/F1R4 para los extremos N y
C terminal respectivamente se usaron para la amplificacion de esta, siendo el tamafio de los productos de PCR
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aproximadamente 90 y 150 pb para los fragmentos 3 y 4. El fragmento 4 se uni6 al fragmento 3 por ligacién a través del
enlazador del objetivo llevado por EcoRV y se confirmd la secuencia.

En una (ltima etapa, los dos nuevos fragmentos creados (uno de cada alergeno) se unieron por ligacion a través del
enlazador del objetivo llevado por EcoRlI, Par j 1 remanente en el extremo N-terminal y Par j 2 en el extremo C-terminal.
Dicho fragmento se subcloné posteriormente en el vector de expresion comercial pQE-32, que contiene una secuencia
extra de 13 aminoacidos en el extremo N-terminal correspondiente a la cola de afinidad (Figura 5). Dicha secuencia
codifico para un polipéptido que tiene 212 aminoacidos y un peso molecular aparente de 23336 Da.

C) Proteina del comparador quimérica Q3

Esta Ultima construccion fue practicamente idéntica a Q2, excepto que en esta ocasion y en un intento para eliminar
cualquier posible existencia de epitopos IgE, se elimind otra secuencia adicional de 8 aminoacidos presentes en las
secuencias de Parj 1 (residuo 71 a 80) y Par j 2 (residuo 72 a 81) (Figura 6y 7).

Se usaron los oligonucleétidos sintéticos:

X Fragmento 1: F1F1, CG GGATCC TGCAAGAAACCTGCGG (BamHlI) y F3R1, CG AGATCT GACCTCGCTGACGAG
(Bglll).

X Fragmento 2: F3F2, CG AGATCT AGCAAGCTCCCGCCC (Bglll) y F3R2, CG GGTACC GGGGACCTCGGCGAC
(Kpnl). Las condiciones de los 2 fragmentos fueron: 94°C, 4 min (1 ciclo); 94°C, 30 s - 54°C, 30 s - 72°C, 90 s (5 ciclos) ;
94°C, 30s-63°C, 30 s - 72°C, 90 s (35 ciclos); 72°C, 10 min (1 ciclo).

X Fragmento 3: F3F3, CG GGTACC CTCCCGCCCATCACC (Kpnl) y F3R3, TTTAAAAAGGCCGTAATATCC.
Condiciones: 94°C, 4 min (1 ciclo) ; 94°C, 30 s - 56°C, 30 s - 72°C, 90 s (35 ciclos) ; 72°C, 10 min (1 ciclo).

En este caso, la construccién Q2-pQE-32 se us6 como la matriz y aproximadamente 150, 370 y 290 pb de tamafio se
obtuvieron para los fragmentos 1, 2 y 3 respectivamente. Los oligonucleotidos usados fueron F3F1 y F3R1 para el
fragmento 1, F3F2 y F3R2 para el fragmento 2 y F3F3 y F3R3 para el fragmento 3. Los procesos de ligacion secuencial
de los fragmentos descritos en los casos anteriores se repitié de nuevo. Las nuevas enzimas restrictivas usadas fueron
Bglll y Kpnl. En el tercer y Gltimo fragmento y debido a la pequefiez de su tamafio, 66 pb, se decidié amplificar parte de
la secuencia del vector pQE-32-Q2 para obtener un fragmento de mayor tamafio que sea capaz de trabajar con mayor
comodidad en el proceso de purificacion posterior. En cada etapa, el fragmento obtenido por PCR se cloné en el vector
pKS-Bluescript y se confirmd su secuencia. Una mutacién espontanea se produjo en el primer fragmento
correspondiente al primer aminoacido glutamina (Q) por prolina (P).

Por ultimo, el fragmento resultante se subcloné en el vector de expresién pQE-32, que contiene una secuencia extra de
13 aminoacidos en el extremo N-terminal correspondiente a la cola de afinidad (figura 8). Dicha secuencia codificé para
un polipéptido que tiene 200 aminoacidos y un peso molecular aparente de 21938 Da.

EJEMPLO 2: Expresion y purificacion de las proteinas quiméricas Q1, Q2,y Q3

A partir de una colonia aislada de una lamina de LB (suplementado con 100 y 25 pg/ml de ampicilina y kanamicina,
respectivamente), un pre-inéculo de 50 ml del mismo medio se produjo y se incubaron durante toda la noche a 37 °C
con agitacién (260 rpm). Un litro del mismo medio se inoculd con dicho pre-indculo, a partir de una densidad éptica (600
nm) de 0,2. La mezcla se incubé a 37 °C con agitacion durante 1 hora y 30 minutos, después de lo cual la induccién con
IPTG (1 mM de concentracion final) se llevé a cabo durante 3 h bajo las mismas condiciones de incubacion.

En el caso de la proteina quimérica Q2 de la invencidn, las células se centrifugaron a 10.000 rpm durante 15 minutos a
4 °C y se resuspendieron en 50 ml de tampo6n de lisis (20 mM fosfato , pH 7,4; 50 mM imidazol; 0,5M NacCl). La materia
resuspendida se tratd con lisozima (concentracion final de 0,1 mg/ml) durante 30 minutos a 37 °C con agitacion. La
sonicacion (5 pulsos de 20 s) se llevé a cabo después y la mezcla se centrifugd a 15000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.
El sobrenadante se filtr6 por 0,45 micras (Millex HV, Millipore) y se aplicé (2,5 ml/min) a una columna de 5 ml HP
quelante Hi-Trap (GE-Healthcare ) adaptada al sistema AKTA Prime (GE-Healthcare). Esta columna se quelé con niquel
y habia sido previamente equilibrada con 10 volimenes de tampoén de lisis. Una vez que la columna habia sido lavada
con 15 volimenes de tamp6n de lisis, la elucién de la proteina unida a la columna se llevo a cabo usando tampén de
eluciéon (pH 20 mM fosfato 7,4; 0,5 M imidazol) hasta 100 %. El eluato se pasé a través de una columna de 5 ml de
desalacion Hi-Trap (GE-Healthcare) para eliminar las sales y cambiar el tamp6n de la muestra 20 mM fosfato pH 7. La
proteina se mantuvo a -40 °C.

Una etapa de purificacién adicional se requirid en los casos de las proteinas del comparador Q1 y Q3. Después de la
induccion de estas, las células se centrifugaron a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C y se resuspendieron en 50 ml
de tampén de lisis suplementado con 8 M de urea, siendo adoptado el procedimiento descrito en el parrafo anterior. En
una segunda etapa de purificacion, se aplico el eluato obtenido (1 ml/min) a una columna Superdex-200 Hi-Load 16/60
(GE-Healthcare) equilibrada previamente con PBS; la elucion de la proteina se llevé a cabo en el tampén descrito en el
parrafo anterior. La proteina se mantuvo a -40 °C.
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La electroforesis se llevo a cabo en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). El método descrito por Laemmli
basicamente se sigui6 [(31) Laemmli, GB. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 277, 680-685], usando un aparato de electroforesis MINI-PROTEAN (Bio-Rad). Los geles, que
miden 10 x 10 cm y que tienen una concentracion de poliacrilamida del 12,5% se sometieron a una corriente de 200
voltios durante 45 minutos en tampon tris-glicina. Las proteinas usadas como referencia fueron las del estuche Bio-Rad
de pesos moleculares bajos. El calculo de los pesos moleculares y el andlisis densitométrico de los geles se llevaron a
cabo usando un analizador de imagenes (Diversidad, BioRad).

La proteina del comparador hibrida Q1 se expresé como proteina de fusién de 32 kDa etiquetada con His (Figura 9) con
un rendimiento final de 2 mg/L de cultivo bacteriano. La proteina de la invencion Q2 y la proteina del comparador Q3 se
expresaron como proteinas de fusion de 28 kDa etiquetada con His con un rendimiento final de 5y 7 mg/L de cultivo,
respectivamente (Figura. 9).

EJEMPLO 3: Andlisis de dicroismo circular de las moléculas hibridas purificadas

Los espectros de CD Far-UV (190-250 nm) a pH 7,0 y 20 °C se registraron con un espectropolarimetro Jasco J-810
equipado con un controlador de temperatura Jasco PTC-423S en cubetas termostatadas a 20 °C. La concentracion de
proteina fue 0,035 mg/ml en tampo6n de 20 mM fosfato de sodio en una cubeta de 0,2 cm y se acumularon cuarenta
exploraciones. Todos los espectros se restaron por el fondo adecuado y convirtieron a la elipticidad media del residuo.

Los elementos de estructura secundaria se analizaron mediante espectroscopia CD aplicando la mezcla de alergenos
naturales de Parietaria (Par j 1 y Par j 2) y las proteinas hibridas (Figura 10). Los espectros de las proteinas hibridas
fueron casi idénticos entre ellos, pero totalmente diferentes del espectro CD de alergenos naturales. El espectro NPA
presenté un minimo en 208 nm, un hombro bien definido a 222 nm y un maximo a 190 nm, mientras que los espectros
de las proteinas hibridas se desplazan hacia la conformacion de espiral al azar alcanzando un estado casi
completamente desplegado.

EJEMPLO 4: Pruebas inmunolégicas para demostrar la baja reactividad de fijaciéon a IgE de las proteinas quiméricas
hacia una mezcla de sueros de pacientes alérgicos a P. judaica

A) Inmunodeteccion

Una primera evaluacion de la actividad de union a IgE de las fusiones 1, 2 y 3 se llevé a cabo por el método de
inmunotransferencia empleando una mezcla de sueros de pacientes alérgicos a P. judaica. Una vez que los extractos de
proteinas y las proteinas purificadas se habian aplicado a geles de poliacrilamida, la electrotransferencia se llevé a cabo
por el método de Towbin y otros [(32)Towbin, H., Staehelin, I., y Gordon, J. (1979). Electrophoretic transfer of proteins
from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: Procedure and some applications. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76,
4350-4354]. Para este proposito, las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfijaron eléctricamente a membranas
de PVDF Hybond-P (GE-Healthcare). Una vez que las membranas se habian bloqueado durante 1 h a temperatura
ambiente, se incubaron durante toda la noche a 4 °C con un anticuerpo primario y, después de varios lavados con el
mismo tampon de lavado, las membranas se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con un anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa. Las bandas se detectaron mediante el método ECL quimioluminiscente (GE-
Healthcare) como se describe por el fabricante mediante la exposicién de la membrana a una pelicula (Hyperfilm.ECL,
GE-Healthcare).

Los ensayos de inmunodeteccion demostraron una capacidad diferente de unién a IgE entre las tres fusiones; en
consecuencia el reconocimiento de anticuerpos IgE solo existid en el caso de la proteina del comparador Q1 (Figura.
11). En el caso de la proteina quimérica de la invencion Q2, el reconocimiento se redujo muy rapidamente, mientras que
en el caso de la proteina del comparador Q3, el reconocimiento demostrado fue cero.

B) ELISA directo

La reactividad de IgE a las tres fusiones se analizé por el método de ELISA usando sueros individuales de pacientes
alérgicos a P. judaica. Las placas de poliestireno (Greiner) se incubaron durante toda la noche a temperatura ambiente
con 1 ug de extracto de proteina de P. judaicao 0,1 ug de proteina pura por cada pocillo en tamp6n PBS (fosfato 10 mM
pH 7,2; 137 mM NaCl 2,7 mM KCI). Se bloguearon con 200 pl/pocillo de PBS suplementado con 1 % BSA-0,05 %Tween
20 y se mantuvieron a 37 °C durante 1 h. Se afiadieron 100 pl/pocillo de suero (diluciéon 1/10) de pacientes alérgicos y
se incubaron a 37 °C durante 90 min. Después de 3 lavados con 200 pl/pocillo de PBS-T (PBS + 0,05% Tween 20), se
afladieron después 100 pl/pocillo de un antisuero hacia inmunoglobulinas IgE humana (DAKO) conjugado con
peroxidasa (dilucion 1: 1000) y se incubaron durante 90 minutos a 37 °C. Después de tres nuevos lavados con PBS-T,
200 pl/pocillo de una soluciéon de o-fenilendiamina (Sigma-Fast Tablet Sets, Sigma) preparados de acuerdo con las
instrucciones del fabricante se mantuvieron las placas en la oscuridad durante 30 minutos. La reaccion se detuvo con 50
pl/pocillo de 3 M H,SO, y la absorbancia se midié a 492 nm en un lector de placas de ELISA Easy Reader EAR-400 AT
(SLT-Lab Instruments).
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La reactividad a IgE se demostrd sélo en el caso de la proteina del comparador Q1, mientras que tanto la proteina de la
invencion Q2 como la proteina del comparador Q3 no demostraron practicamente ningun reconocimiento de los
anticuerpos IgE (Figura. 12).

C) ELISA de Inhibicion

Para las pruebas ELISA de inhibicién la mezcla de sueros de pacientes alérgicos a P. judaica se preincubé durante toda
la noche a 4 °C con una concentracion dada de proteina inhibidora (de 1 a 1000 ng/ml). El resto del procedimiento
seguido es el mismo que el descrito para el ensayo de ELISA directo.

En las pruebas de inhibicion de ELISA con una mezcla de sueros de pacientes alérgicos a P. judaica, Q1 demostré un
grado de inhibicién de aproximadamente el 50 % de la actividad de unién a IgE de polen de P. judaica , algunos menor
que la de nPar j 1-Par j 2 (92%), siendo necesario afiadir 500 veces mas proteina (Figura. 13). Las quimeras Q2 (una
proteina de la invencién) y Q3 (un comparador) alcanzaron un grado maximo de inhibicién de aproximadamente 60 %,
pero esto requiere una concentracién de proteina 10.000 veces mayor que la requerida para nPar j 1-Par j 2 para
alcanzar el mismo grado de inhibicién, lo que implica que estas quimeras habian reducido su alergenicidad por
aproximadamente 99,99 %.

EJEMPLO 5: Experimentos in vivo para demostrar la baja reactividad cutanea de las proteinas quiméricas Q1 (un
comparador), Q2 (una proteina de la invencion) y Q3 (un comparador)

Pruebas in vivo de reaccion en la piel (punzada) se llevaron a cabo para evaluar la naturaleza hipoalergénica de las
quimeras 1, 2 y 3 con el objetivo de determinar la molécula hipoalergénica candidato para ser capaz de desarrollar
inmunoterapia satisfactoria contra la alergia de polen de P. judaica.

Las pruebas cutaneas se realizaron usando extracto deP. judaica, nPar j 1-Par j 2, rPar j 1 y rPar j 2 expresado en E.
coli, ylas quimeras 1, 2 y 3. Las proteinas purificadas se diluyeron en una solucién salina fisiolégica 0,5 % fenolada y
50 % glicerinada. Las concentraciones usadas fueron 0,5, 5, y 50 pg/ml en el caso de Par j, Par j 2, Q1; naturales; las
concentraciones fueron 5, 50 y 250 pg/ml en el caso de Q2 o Q3. 0,9 % NaCl y clorhidrato de histamina (10 mg/ml) se
usaron como controles negativos y positivos respectivamente.

En el experimento una gotita de cada alergeno que se prueba se depositd en la zona volar del antebrazo, y después la
puncidén se realiz6 a través de la gotita con una lanceta. Cada prueba se llevé a cabo por duplicado y en cadenas
opuestas de concentracion creciente y decreciente. Después de un periodo de 15 minutos, los parches se delinearon
con un rotulador de punta fina negro. Las tiras de esparadrapo hipoalergénico se colocaron en los parches y se
presionaron suavemente para pasar la tinta marcada a la tira; este se trasfiri6 a las hojas de registro del parche. Las
areas de parche se midieron mediante el escaneo de los registros usando una tableta digitalizadora Summasketch y un
programa de disefio asistido por computadora (Autocad v.11).

Los resultados obtenidos se interpretaron llevando a cabo un estudio estadistico ilustrando los resultados en diagramas
de bloques y usando la prueba de Wilcoxon para las variables relacionadas (Figura 14). Estos ejemplos muestran que
las distribuciones de los valores correspondientes a las reacciones cutaneas (medidas en mm® del area del parche)
difieren significativamente en el caso de las tres quimeras (P<0,001) con respecto al extracto (media 65,25 mm Z.
intervalo de confianza 95 %: 54,98-75,53) y nPar j 1-Par j 2 (media 106,80 mm? - intervalo de confianza 95 %: 91,90-
121,70). Los valores de las quimeras 2 y 3 son practicamente cero: Q2 una proteina de la invencion (media 0,95 mm? -
intervalo de confianza 95 %: 0-2,89) y Q3 un comparador (media 0,15 mm? - intervalo de confianza 95 %: 0-0,47).

EJEMPLO 6: Experimentos para demostrar la baja capacidad de union al anticuerpo IgE de las proteinas quiméricas Q1
un comparador, una proteina de la invenciéon Q2, y un comparador Q3

De nuevo, como un suplemento a las pruebas in vivo, pruebas in vitro se llevaron a cabo mediante la determinacién de
IgE especifica, usando el método de ESTE-directo.

La IgE especifica se determin6 de acuerdo con Ceska y otros [(33) Ceska, M. y Lundkvist, U. 1972). A new and simple
radioimmunoassay method for the determination of IgE. Immunochemistry 9, 1021-1030], mediante el acoplamiento de
las proteinas naturales y recombinantes (50 pg/ml), asi como el extracto de P. judaica (2 mg/ml) a los discos activados
con bromuro de ciandégeno. 50 ul de suero de los pacientes se afiadid posteriormente y se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después de lavar los discos se incubaron durante 30 minutos a 37 °C con 50 pl de anticuerpos
humanos anti IgE unidos a fosfatasa alcalina, y la cuantificacion se llevd a cabo siguiendo las instrucciones
proporcionadas con el estuche especifico EIA Hytec IgE por el fabricante (Hycor Biomedical Inc.).

Los resultados obtenidos simplemente reafirman los obtenidos in vivo; de las tres quimeras, la proteina del comparador
Q1 mantuvo su capacidad inmunogénica en relaciéon con nPar j 1-Par j 2 mientras que la proteina de la invencion Q2 y
la proteina del comparador Q3 tuvieron toda una reduccién pronunciada en dicha capacidad (P<0,001) (Figura. 15).
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Ejemplo 7: Experimentos de linfoproliferacion inducida para demostrar la capacidad inmunogénica de las proteinas
quiméricas proteina del comparador Q1, proteina de la invencién Q2 y proteina del comparador Q3

Un requisito esencial para el uso de una molécula hipoalergénica en la inmunoterapia es el mantenimiento de su
antigenicidad (epitopos T). Por lo tanto, para comprobar si, adicionalmente a no unirse a anticuerpos IgE, nuestras
proteinas permanecen antigénicas, se llevd a cabo una prueba de linfoproliferacion en células de sangre periférica
mononucleares (CMSP) estimuladas por varias proteinas usadas en los experimentos. Las pruebas se llevaron a cabo
mediante un método colorimétrico basado en la digestion de la sal de tetrazol WST-1 por las deshidrogenasas
mitocondriales de las células viables para dar lugar al compuesto de formazano que se mide por colorimetria.

Las CMSPs de 13 pacientes alérgicos a P. judaica se aislaron por centrifugacién en un gradiente de densidad usando
una solucién para la separacién de linfocitos (Lymphoprep, Nycomed). Las CMSPs se resuspendieron después a 1x10°
células viables/ml en medio de cultivo (medio AIM V libre de suero, Gibco) y su viabilidad se probé con 0,25 % de azul
tripan en PBS (Sigma Chemical Co.). Las CMSPs preparadas con la viabilidad mayor que 90 % se usaron
inmediatamente para las pruebas de proliferacion in vitro como se describe por el fabricante (agente de proliferacién
celular WST-1, Roche Diagnostics). Se depositaron en microplacas de fondo plano (Nunclon, NUNC), 2x10° CMSP en
un volumen final de medio de 200 pl y las mediciones se tomaron por triplicado a 37 °C y 5 % de CO , de atmésfera
humificada con el extracto de P. judaica y varias proteinas purificadas a una concentracioén final de 0,0005-0,005-0,05-
0,5-5 pg/ml. Se incluyeron en todos los casos controles por triplicado de cultivos no estimulados. Después de 3 dias, 20
pl del agente de proliferacion celular WST-1 se afiadié a todas los pocillos, y se incub6 durante 4 h. El formazan
producido por las células metabdlicamente activas se cuantifico por absorbancia a 450 nm. Las proteinas recombinantes
usadas en la prueba fueron las tres quimeras y rPar j 1 y rPar j 2 expresados en E. coli.

En una primera etapa, la proteina immunogénica se escaned para determinar la concentracion 6ptima para el desarrollo
posterior de la prueba. En todos los casos se encontré que la concentracion de proteinas fue de 0,5 pg/ml demostrando
maxima proliferacion (IE %) (Figura. 16).

Los resultados de la proliferacion con los 13 pacientes alérgicos a P. judaica se determinaron mediante analisis
estadistico de diagrama de bloques y pruebas no paramétricas para dos muestras pareadas. El andlisis estadistico
mostré que el extracto de P. judaica usado como un control tuvo una capacidad de estimulacidon antigénica que no
difiere mucho de la de nPar j 1-Par j 2 (P = 0,142), y que la proteina del comparador Q1 y proteina de la invencién Q2
demostraron una distribucién de los valores que no fueron significativamente diferentes de los del extracto (P=0,152 y
P=0,294 respectivamente) y nPar j 1-Par j 2 (P=0,484 y P=0,182, respectivamente) (Figura 17). La proteina del
comparador Q3 por otro lado apenas tuvo una capacidad de estimulacién con respecto al extracto (P=0,002) y nPar j 1-
Par j 2 (P=0,004). Por otra parte, procede recordar el mayor poder antigénico de rPar j 2 hacia rPar j 1 contra el extracto
(P=0,142 y P=0,003, respectivamente) y nPar j 1-Par j 2 (P=0,041 y P=0,002, respectivamente) .

Los resultados obtenidos muestran que la proteina de la invencién Q2 ain mantuvo dicha propiedad, mientras que la
proteina del comparador Q3 completamente la perdid. Se puede concluir a partir de todo lo que se ha dicho acerca del
proceso para obtener diferentes moléculas hipoalergénicas para tratar la alergia a la P. judaica, que el Q2 podria ser la
molécula candidato hipoalergénica para desarrollar la inmunoterapia satisfactoria contra la alergia a P. judaica.

Métodos de Administracién

La presente invencion se refiere a las quimeras hipoalergénicas descritas para usar en tratamientos de
hiposensibilizacion en mamiferos. El método de la hiposensibilizacion implica la administracion repetida por via
parenteral (subcutanea, intravenosa o intramuscular), oral, sublingual, nasal o rectal del alergeno en cuestion. Estos
(poli) péptidos se pueden administrar solos y en conjunto con otros diluyentes y excipientes farmacéuticamente
aceptables, de acuerdo con la legislacion vigente y el procedimiento galénico para el uso.
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Una proteina quimérica que comprende secuencias de aminoacidos derivadas de las secuencias que
corresponden a los principales alergenos del polen de Parietaria judaica conocidos como Parj1y Parj 2, la
secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica carece de uno o mas epitopos para la union a anticuerpos
IgE correspondientes a las secuencias de la cual se deriva, y en donde la proteina no tiene una reduccion en la
inmunogenicidad, caracterizada porque la proteina comprende la secuencia de aminoacido de la sec. con
num. de ident.: 4.

Una proteina quimérica que consiste en la secuencia de aminoacido de la sec. con nim. de ident.: 4.

Una proteina quimérica como se define en la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2 para usar como un
medicamento.

La proteina quimérica de acuerdo con la reivindicacion 3 para usar en el tratamiento de un trastorno
inmunoldgico.

La proteina quimérica de acuerdo con la reivindicacion 4 para usar en el tratamiento de la alergia.

La proteina quimérica de acuerdo con la reivindicacion 5 en donde la alergia es una alergia al polen de
Parietaria judaica.

Un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de acuerdo con la
reivindicacion 1 o la reivindicacion 2.

Un polinucledtido que comprende la secuencia de nucleétidos de sec. con nim. de ident.: 3.

Un vehiculo de expresién microbiano en un organismo huésped transformado, que se auto-replica y se usa
para expresar el polinucleétido de las reivindicaciones 7 u 8.

Un organismo huésped, distinto de un ser humano, que se transforma con un vehiculo de expresiéon microbiana
de acuerdo con la reivindicacion 9.

El organismo de acuerdo con la reivindicacién 10, donde el organismo es procariota.

El organismo de acuerdo con la reivindicacion 11, el organismo procariota pertenece al género E. coli.

El organismo de acuerdo con la reivindicaciéon 10, donde el organismo es eucariota.

Un método para producir un polipéptido que contiene una proteina quimérica de acuerdo con la reivindicacion 1
o la reivindicacion 2 caracterizado porque comprende el cultivo de un organismo huésped que contiene un
vehiculo de expresion microbiana que se auto-replica en el organismo antes mencionado y se usa para

expresar la proteina quimérica de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2.

Un método para purificar la proteina quimérica de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2, que
comprende el aislamiento de este del cultivo, las células o ambos.

Una composicidon farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de una proteina de acuerdo con la
reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 16, en donde la composicién es una
composicion de vacuna.
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