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RESUMO
“Péptidos para dessensibilizagdo contra alergénios”

A presente invencao refere-se a composicdes compreendendo
péptidos para a prevencdo ou tratamento de alergia a &caros do
p6 doméstico, e em particular a combinacdes étimas de péptidos
para a prevengado ou tratamento da referida alergia.
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DESCRICAO
“Péptidos para dessensibilizagdo contra alergénios”

Campo da Invencao

A presente invencao refere-se a composicdes gque compreendem
péptidos para prevencdo ou tratamento de alergia a &caros do pd
doméstico e, em particular, a combinacdes oétimas de péptidos
para prevencdo ou tratamento da referida alergia.

Antecedentes da Invencao

O reconhecimento de antigénios por células T requer gque
células apresentadoras de antigénio (APC) apresentem fragmentos
de antigénio (péptidos) nas suas superficies celulares em
associacgdao com moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC). As células T wutilizam o0s seus
recetores de células T especificos dos antigénios (TCR) para
reconhecer os fragmentos de antigénio apresentados pelas APC.
Este reconhecimento atua como um gatilho para o sistema
imunitdrio gerar uma gama de respostas para erradicar o

antigénio que foi reconhecido.

O reconhecimento de antigénios externos pelo sistema
imunitdrio de um organismo, como um ser humano, pode em alguns
casos resultar em doencas, conhecidas como condigdes atdpicas.
Sdo exemplos destas Gltimas as doencas alérgicas incluindo asma,
dermatite atdépica e rinite alérgica. Neste grupo de doencas, 0S
linfécitos B geram anticorpos da classe IgE (em seres humanos)
que se ligam a antigénios derivados externamente que sao
referidos como alergénios neste contexto uma vez gque estas
moléculas eliciam uma resposta alérgica. A producdo de IgE
especificos para alergénios depende dos linfécitos T que séo
também ativados pelo (sdo especificos para o) alergénio. Os
anticorpos IgE especificos para o alergénio ligam-se a
superficie de células como baséfilos e mastdcitos, em virtude
da expressdo por estas células de recetores de superficie para
IgE.

A ligacéao cruzada de moléculas de IgE ligadas a superficie
por um alergénio resulta na desgranulagdo destas células
efectoras causando a libertacdo de mediadores inflamatdrios
tais como histamina, 5-hidroxitriptamina e mediadores
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lipidicos, tais como sulfidoleucotrienos. Para além dos eventos
dependentes de IgE, algumas doengas alérgicas como a asma Sao
caracterizadas por eventos independentes de IgE.

As doencas alérgicas mediadas por IgE s&o atualmente
tratadas com agentes que proporcionam alivio ou prevencdo dos
sintomas. Sdo0 exemplos destes agentes os anti-histaminicos, os
agonistas 2 e o0s glucocorticosteroides. Adicionalmente,
algumas doencas mediadas por IgE sdo tratadas por procedimentos
de dessensibilizacdo que envolvem a 1injecdo periddica de
componentes ou extratos alergénicos. Os tratamentos de
dessensibilizacdo podem induzir uma resposta de IgG que compete
com IgE pelo alergénio, ou podem induzir células T supressoras
especificas que bloqueiam a sintese de IgE dirigido contra o
alergénio. Esta forma de tratamento nem sempre ¢é eficaz e
apresenta o vrisco de provocar efeitos secundarios graves,
particularmente choque anafildtico geral. Isto pode ser fatal
a menos qgue seja 1imediatamente detetado e tratado com
adrenalina. Um tratamento terapéutico que reduzisse ou
eliminasse a resposta alérgico-imunitdria indesejada contra um
alergénio particular, sem alterar a reatividade imunitéaria
contra outros antigénios estranhos, nem desencadear ele préprio
uma resposta alérgica, seria de grande beneficio para os
individuos alérgicos.

Os &caros do pd doméstico sdo universalmente reconhecidos
como uma importante causa de doencas alérgicas nos seres humanos
e nos animais, incluindo asma, rinite alérgica e dermatite
alérgica. Duas espécies estreitamente relacionadas de &caros
sdo responsaveis pela maioria dos casos de alergia aos &caros
do pd doméstico a nivel mundial. Sdo o Dermatophagoides
pteronyssinus (predominante na Europa) e o Dermatophagoides
farinae (predominante na América). Os alergénios dos &caros do
ro doméstico derivam principalmente de proteinas do
revestimento do intestino do &caro, gue estdo presentes nas
fezes, e sdo tipicamente referidos como proteina Der p (para
D. pteronyssinus) ou proteina Der f (para D. farinae). Um &acaro
médio produzird aproximadamente 20 peletes fecais por dia
durante a sua vida: duas vezes o peso do seu préprio corpo. Um
grama de pd pode tipicamente conter até 500 Acaros, enquanto um
colchdo pode ter mais de dois milhdes. A quantidade de material
de &4caros presente aumenta com a idade. Um décimo do peso de
uma almofada com seis anos pode consistir em &caros ou residuos
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de &4caros. Num tapete haverd tipicamente entre 1000 a 10 000
dcaros por metro quadrado.

As doencas alérgicas, particularmente a asma, s8o um
problema enorme e crescente nos paises industrializados.
Calculou-se que 5-10% da populacdo dos principais paises
industrializados sofre de asma. Desses, aproximadamente um
quinto teré asma grave, requerendo hospitalizacéao
frequentemente. O custo da asma nos Estados Unidos foi calculado
em 12,6 bilides de ddélares (7,9 bilides de libras) por ano. Os
valores para a Europa sdo ainda mais elevados. Um estudo
canadiano estimou os custos da asma em média em 21 libras por
ano para cada membro da populagdo dos principais paises
industrializados. S no Reino Unido, 2000 pessoas morrerdo em
resultado de asma todos os anos.

A asma € uma doenca crdénica causada por reacgdes alérgicas
e 1irritagcdo no sistema respiratdédrio. Entre 50% e 90% dos
asmaticos que reagem ao material veiculado pelo ar s&o sensiveis
aos alergénios dos &caros do pd e num estudo britdnico 10% da
populacdo geral reagiu a alergénios dos 4&caros do pd. Quase
duzentos milhdées de americanos vivem em A&reas gravemente
afetadas por infestacdes por 4&caros do pd doméstico. A
sensibilizacao a este material ocorre na infancia,
principalmente entre os trés e os seis meses de idade, mas a
asma dura toda a vida.

Um tratamento terapéutico ou preventivo teria portanto
grande beneficio para os seres humanos que sofrem ou estdo em
risco de sofrer de alergia aos &caros do pd doméstico.

Sumario da Invencgao

Os presentes inventores verificaram qgue determinadas
combinacdes de fragmentos peptidicos derivados do alergénio dos
4dcaros do pd do Grupo 1 (Der p 1, Der f£ 1), do alergénio dos
dcaros do pd do Grupo 2 (Der p 2, Der f 2) e do alergénio dos
dcaros do pd do Grupo 3 (Der p 7, Der f 7) séo particularmente
Uteis na dessensibilizacédo de individuos a esses alergénios. As
combinacdes de polipéptidos da invencdo foram selecionadas pela
sua capacidade de induzir uma resposta de citdéguinas numa
proporgcdo elevada de individuos de um painel de individuos
alérgicos aos acaros do pd doméstico.
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Os polipéptidos da invencao foram inicialmente
selecionados como epitopos de células T através da utilizacéao
de avaliacodes, tanto in silico como in vitro, das
caracteristicas de ligacédo péptido-MHC. Veja-se, por exemplo,
a Tabela 3 que demonstra a capacidade de uma gama de péptidos
derivados dos alergénios acima se ligar a maltiplos tipos de DR
em ensaios de ligagdo ao MHC de classe II. Epitopos adicionais
foram identificados por homologia. Estes polipéptidos
candidatos foram entdo adicionalmente rastreados quanto a
potencial utilizacéo na criacao de tolerancia
(“tolerabilizacao”) .

Uma dificuldade associada as abordagens de
dessensibilizacdo a base de imunizacdo com péptidos reside em
como selecionar um tamanho e uma regido adequados do alergénio
como base para o péptido ser utilizado na imunizacdo. O tamanho
do péptido de eleicdo é crucial. Se o péptido for demasiado
pequeno, a vacina né&o serd eficaz na indugdo de uma resposta
imunoldgica. Se os péptidos forem demasiado grandes ou se for
introduzido o antigénio inteiro num individuo, h& o risco de
induzir reacdes adversas, como anafilaxia, que podem ser fatais.

Os polipéptidos da invencédo foram selecionados de modo a
reterem a especificidade de células T, ao mesmo tempo gque sendo
suficientemente pequenos para nado possulir uma estrutura
terciédria significativa que lhes permitisse manter a
conformacdo de um epitopo de ligacdo a IgE da molécula completa.
Os polipéptidos da invencédo ndo induzem portanto ligagdo cruzada
significativa de moléculas IgE especificas adjacentes em
células como mastécitos e basédfilos e consequentemente ndao
causam uma libertacdo significativa de histamina.

Uma vantagem da invencdo é a capacidade de combinacgdes de
péptidos terem como alvo largamente as moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC). Os recetores de
células T (TCR) séo altamente varidveis na sua especificidade.
A variabilidade ¢é gerada, tal como com as moléculas de
anticorpos, através de eventos de recombinacdo genética no
interior da célula. Os TCR reconhecem o antigénio sob a forma
de péptidos curtos ligados a moléculas codificadas pelos genes
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Estes
produtos génicos sdo as mesmas moléculas que originam os "tipos
de tecidos" utilizados nos transplantes e também sdo referidos
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como moléculas de antigénio leucocitdrio humano (HLA) ,
designagdes que podem ser utilizadas indistintamente. As
moléculas individuais do MHC possuem fendas de ligacdo aos
péptidos que, devido ao seu formato e carga, apenas sado capazes
de se ligar a um grupo limitado de péptidos. Os péptidos ligados
por uma molécula do MHC podem ndo ser necessariamente ligados
por outras moléculas do MHC.

Quando uma molécula de proteina como um antigénio ou um
alergénio ¢ assimilada por células apresentadoras de antigénio
tais como linfdécitos B, células dendriticas, mondcitos e
macréfagos, a molécula ¢é degradada enzimaticamente dentro da
célula. O processo de degradacdo dé& origem a fragmentos
peptidicos da molécula que, se tiverem o tamanho, carga e
formato apropriados, podem entdo ligar-se dentro da fenda de
ligagcdo aos péptidos de determinadas moléculas do MHC e ser
subsequentemente exibidas na superficie de células
apresentadoras de antigénio. Se o0s complexos péptido/MHC
estiverem presentes na superficie da célula apresentadora de
antigénio em numeros suficientes podem entédo ativar células T
que sao portadoras dos recetores de células T apropriados
especificos do péptido/MHC.

Devido a natureza polimérfica do MHC, os individuos numa
populacdo ndo consanguinea como a humana i1rdao expressar
combinacgdes diferentes de moléculas do MHC nas suas superficies
celulares. Uma vez que diferentes moléculas do MHC se podem
ligar a diferentes péptidos da mesma molécula com base no
tamanho, carga e formato do péptido, individuos diferentes irédo
apresentar um repertdério diferente de péptidos ligados as suas
moléculas do MHC. A identificacdo de epitopos peptidicos de
ligagdo ao MHC universais numa populacdo nado consanguinea como
a humana é mais dificil do que no caso de animais consanguineos
(como determinadas linhagens de ratinhos de laboratério). Com
base na expressao diferencial do MHC entre individuos e nas
diferencas inerentes na ligacdo e apresentacdo de péptidos, que
esta origina, € improvéavel que possa ser identificado um péptido
tnico que seja Util para terapia de dessensibilizacdo em seres
humanos.

As combinacgdes de péptidos da invencao, contudo,
proporcionam uma ampla cobertura de eficdcia na populacgdo humana
ao visarem mualtiplas moléculas do MHC diferentes. Uma vacina
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formulada com os péptidos da invencdo teria, portanto, uma
utilidade abrangente.

O trabalho dos inventores produziu combinacdes de péptidos

com as seguintes caracteristicas:

- a combinacdo induz uma resposta de citdgquinas numa elevada
proporcdo de individuos de um painel de individuos
alérgicos aos &caros do pd doméstico,

- 0s péptidos das combinacdes s&o soluveis.

Deste modo, a presente invengao proporciona uma composicao
para utilizacdo na prevencdo ou tratamento de alergia aos &caros
do p6 doméstico compreendendo o polipéptido de HDM201
ESVKYVQSNGGAI (SEQ ID 80), ou uma sua variante que tem 9 a
30 aminoé&cidos de comprimento e compreende:

— a sequéncia do referido polipéptido; ou

— uma sequéncia que tem pelo menos 65% de homologia com a
sequéncia do referido polipéptido; ou

— um fragmento da sequéncia do referido polipéptido que tem
prelo menos nove aminodcidos de comprimento.

A invencdo proporciona ainda o polipéptido de HDM201
ESVKYVQSNGGAI (SEQ ID 80) ou uma sua variante, conforme definido
acima.

E aqui também descrita uma composicdo para utilizacdo na
prevengdo ou tratamento de alergia aos &acaros do pd doméstico
por criacdo de tolerédncia, compreendendo pelo menos um
polipéptido selecionado entre HDM203B (SEQ ID NO: 83), HDM201
(SEQ ID NO: 80), HDM205 (SEQ ID NO: 85), HDM203A (SEQ ID NO:
82), HDM202 (SEQ ID NO: 81), SEQ ID NO: 1 a 79, 84, ou 86 a 104
(ou seja, 9gqualgquer uma de SEQ ID NO: 1 a 104) ou uma sua
variante. Tipicamente, a composicdo compreende pelo menos
quatro polipéptidos, em que os polipéptidos sao
independentemente selecionados entre qualgquer um dos seguintes:

(i) um polipéptido de SEQ ID NO: 1 a 104; ou

(ii) uma variante de um polipéptido de acordo com (i), em que
a referida variante é um polipéptido com 9 a 30 aminodcidos de
comprimento, que compreende uma regido que consiste em:
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— qualquer das sequéncias de (i); ou

— uma sequéncia que tem pelo menos 65% de homologia com
qualquer das sequéncias de (i), sequéncia essa que é capaz
de criar toleréncia num individuo a qualquer das sequéncias
de (i); ou

(iii) uma variante de um polipéptido de acordo com (i), em que
a referida variante € um polipéptido com 9 a 30 aminodcidos de
comprimento que compreende uma regiao que consiste numa

sequéncia que representa:

— um fragmento de qualquer das sequéncias de (i); ou

— um homdélogo de um fragmento de gqualquer das sequéncias de
(1),

sequéncia essa que é capaz de criar toleradncia num individuo a
qualquer das sequéncias de (1) e qgque tem pelo menos
9 aminodcidos de comprimento, e em que o referido homélogo tem
pelo menos 65% de homologia com guaisquer 9 aminodcidos
contiguos em qualquer das sequéncias de (i).

Descricgdo das figuras

Figura 1 - Comparacdo de sequéncias de Der p 1 versus
Der £ 1 (Fig. 1A), Der p 2 versus Der £ 2 (Fig. 1B) e Der p 7
versus Der £ 7 (Fig. 1C). As regides que contém epitopos estéo
destacadas a cinzento. As localizacdes de péptidos especificos
estdo indicadas por linhas acima ou abaixo da sequéncia. A
sequéncia de Der p 1 é a sequéncia disponivel ao publico com o
n.¢ de acesso no NCBI P08176. As sequéncias correspondentes
para Der p 2 e Der p 7 (Tabela 6) tém os n.° de acesso no NCBI
P49278 e P49273, respetivamente. A sequéncia para Der f 1 é
retirada do n.¢ de acesso no NCBI P16311, para Der f 2 é do n.?@
de acesso no NCBI Q00855 e para Der £ 7 é do n.2 de acesso no
NCBI Q26456.

A Figura 2 mostra a percentagem de individuos responsivos
a diferentes péptidos da invencdo, medida pela producdo de IL-13
ou IFN-gama.

As Figuras 3 e 4 mostram a percentagem de individuos
responsivos a diferentes combinacdes de péptidos da invencéao,
medida pela producdo de IL-13 ou IFN-gama.
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Descricdo das sequéncias aqui mencionadas

As SEQ ID NO: 1 a 104 proporcionam as sequéncias
polipeptidicas como estabelecido nas Tabelas 3 a 8. As SEQ ID
NO: 105 e seguintes proporcionam sequéncias adicionais.

Descricdo detalhada da invencéao

A invencédo refere-se a péptidos e combinacdes de péptidos
que podem ser utilizados na criacdo de tolerédncia. Os péptidos
aquil descritos podem compreender, consistir em, ou consistir
essencialmente em, as sequéncias apresentadas em qualgquer uma
de: HDM203B (SEQ ID NO: 83), HDM201 (SEQ ID NO: 80), HDM205
(SEQ ID NO: 85), HDM203A (SEQ ID NO: 82), HDM202 (SEQ ID NO:
81l), SEQ ID NO: 1 a 79, 84, ou 86 a 104 (isto & gualquer uma de
SEQ ID NO: 1 a 104). Podem também ser utilizadas wvariantes
destes péptidos especificos. As variantes podem compreender,
consistir em, ou consistir essencialmente em sequéncias que sao
fragmentos de qualquer uma de SEQ ID NO: 1 a 104 ou homdélogos
de qualguer uma de SEQ ID NO: 1 a 104.

Numa concretizacdo, a invencdo refere-se a uma composicgao
para utilizagdo na prevengdo ou tratamento de alergia aos acaros
do pdé doméstico. Tipicamente, a composicdo compreende ou
consiste em, pelo menos quatro, cinco, seis, sete, oito, nove,
dez, onze ou doze polipéptidos, até um maximo de treze. Por
outras palavras, a composicao compreende entre quarto e treze
polipéptidos. Os polipéptidos agqui descritos sdo selecionados
independentemente, de qualquer dos seguintes:

(i) um polipéptido de SEQ ID NO: 1 a 104; ou

(ii) uma variante de um polipéptido de acordo com (i), em que
a referida variante é um polipéptido com 9 a 30 aminodcidos de
comprimento que compreende uma regido que consiste em:

— qualquer das sequéncias de (i); ou

— uma sequéncia gue tem pelo menos 65% de homologia com
qualgquer das sequéncias de (i), sequéncia essa que é capaz
de criar toleréncia num individuo a qualquer das sequéncias
de (i), ou

(iii) uma variante de um polipéptido de acordo com (i), em que
a referida variante € um polipéptido com 9 a 30 aminodcidos de
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comprimento, que compreende uma regido que consiste numa
sequéncia que representa:

— um fragmento de qualquer das sequéncias de (i); ou

— um homdélogo de um fragmento de gqualquer das sequéncias de
(1),

sequéncia essa que é capaz de criar tolerdncia num individuo a
qualquer das sequéncias de (i) e qgue tem pelo menos 9
aminodcidos de comprimento, e em que o referido homdélogo tem
pelo menos 65% de homologia com guaisquer 9 aminodcidos
contiguos em qualquer das sequéncias de (i).

A invencdo também proporciona produtos e formulacdes que
compreendem os polipéptidos da invencdo e composicgdes, produtos
e vetores que compreendem polinucledétidos capazes de expressar
os polipéptidos da invencdo para utilizacdo na prevencgao ou
tratamento de alergia a &caros do pd doméstico por criacdo de
tolerdncia. Esta criacdo de tolerédncia serd tipicamente a um
epitopo (por exemplo, a um epitopo do MHC de classe II) presente
em qualquer de SEQ ID NO: 1 a 104.

Fragmentos peptidicos de alergénios dos dcaros do pdé do Grupo 1,
Grupo 2 e Grupo 7

Os principais alergénios dos dcaros do pd doméstico incluem
o alergénio dos &caros do pd do Grupo 1 (Der p 1, Der £ 1), o
alergénio dos é&caros do pd do Grupo 2 (Der p 2, Der f 2) e o
alergénio dos acaros do pdé do Grupo 3 (Der p 7, Der f 7), em
que Der p "X" e Der f "X" indicam que a proteina "X" é um
homdélogo que deriva de D. pteronyssinus e de D. farinae,
respetivamente. Como € mostrado na Figura 1, cada uma das
proteinas Der p € altamente homdéloga a proteina Der f sua
correspondente.

As regides que compreendem epitopos de células T de ligacéo
ao MHC de classe II estao particularmente bem conservadas entre
os homdélogos Der p e Der f de uma determinada proteina. Os
péptidos derivados das regides relevantes, por exemplo, da
proteina 1 tanto de D. pteronyssinus como de D. farinae séo
portanto adequados para utilizacdo na prevencdo ou tratamento
de alergia aos 4caros do pd doméstico, por criacdo de tolerancia
ao alergénio dos é&caros do pd do Grupo 1. Similarmente, os



EP 2 397 154/PT
10

péptidos derivados das regides relevantes da proteina 2 de ambas
as espécies sao adequados para utilizacdo na prevencédo e
tratamento de alergia aos adcaros do pd doméstico por criacgdo de
tolerédncia ao alergénio dos &caros do pd do Grupo 2, e OS
péptidos derivados das regides relevantes da proteina 7 de ambas
as espécies sado adequados para utilizacdo na prevencdo e
tratamento de alergia aos adcaros do pd doméstico por criacdo de
tolerédncia ao alergénio dos &acaros do pd do Grupo 7.

O alergénio do Grupo 1 é uma cisteina-protease homdéloga a
papaina. Verificou-se que esta enzima cliva a ocludina, um
componente proteico das Jjungdes intercelulares fortes. Isto
revela uma possivel razdo para as propriedades alergénicas
(“alergenicidade”) de certas enzimas. Ao destruir a integridade
das juncdes fortes entre as células epiteliais, o Der p 1 e o
Der £ 1, podem ganhar um acesso anormal a células apresentadoras
de antigénio subepiteliais, aos mastdécitos residentes e aos
eosindéfilos.

A fungdo do alergénio do Grupo 2 ndo €& conhecida, embora
o Der p 2 e o Der £ 2 apresentem uma homologia distante com uma
familia de proteinas de ligacdo de lipidos. Mostrou-se que 0OsS
niveis séricos de IgE em resposta a estimulacdo com Der p 2 in
vivo representam aproximadamente um tergo da resposta sérica
total de IgE a estimulacdo com extratos de &caros inteiros.

A fungdo do alergénio do Grupo 7 também ndo € conhecida.
Mostrou—-se gque os niveis gséricos de IgE em resposta a
estimulacédo com Der p 7 in vivo representam aproximadamente um
quinto da resposta séria total de IgE a estimulacdo com extratos
de &caros inteiros.

Os péptidos aqui descritos séo derivados dos alergénios
dos é&caros do pd do Grupo 1, do Grupo 2 e do Grupo 3, como
mostrado nas Tabelas 3 a 8. 0Os termos "péptido" e "polipéptido"
sdo utilizados aqui indistintamente. As proteinas acima séao
também aqui referidas como "os alergénios".

As Tabelas 3 a 8 apresentam as sequéncias dos péptidos,
indicando a proteina progenitora da qual deriva cada péptido.
As sequéncias nas Tabelas 4 a 6 estdo dispostas em pares. Em
cada par, a sequéncia superior foi selecionada como um epitopo
de células T através da utilizacdo de ensaios de 1ligacéo
péptido-MHC. A sequéncia inferior foi selecionada através de
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uma pesquisa de homologia no interior da sequéncia da proteina
alternativa no correspondente Grupo de alergénios dos &caros do
pd. Por exemplo, o péptido HDMO1l na Tabela 4 deriva de Der p 1,
a sequéncia homdéloga abaixo do péptido deriva de Der £ 1.

Combinac¢bes de péptidos

A composicao tipicamente compreende uma combinacdo de pelo
menos quatro polipéptidos diferentes aqui descritos, até um
maximo de treze polipéptidos diferentes. Deste modo, a
composicdo da invencédo pode consistir em quatro, cinco, seis,
sete, oito, nove, dez, onze, doze ou treze péptidos.

A composicao da invencdo pode tipicamente compreender pelo
menos um polipéptido ou sua variante (por exemplo uma variante
funcional) selecionado entre um péptido que deriva de cada um
de Der p 1, Der p 2 e Der p 7 (ou os Der f equivalentes). As
combinacdes de polipéptidos na composicdo da invencdo séao
selecionadas para proporcionar uma cobertura o mais abrangente
possivel da populagcdo humana, i.e., a composicdo da invencédo
produzird uma resposta imunitdria numa elevada proporgdo de
individuos alérgicos aos &acaros do pd, preferivelmente mais de
30%, 40%, 45%, 50%, 60% ou 70% dos individuos alérgicos aos
4dcaros do pd, num painel ou numa populacdo desses individuos.
O numero de individuos numa populacdo de individuos alérgicos
aos 4caros do pdé pode ser um qualquer numero adequado
tipicamente pelo menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou pelo menos
100 individuos. Preferivelmente, a populacdo tem frequéncias de
alelos do MHC dentro na gama de frequéncias que é representativa
da populacdo Caucasiana. Na Tabela 1 sdo mostradas frequéncias
alélicas da populacédo de referéncia para 11 familias de alelos
DR1B comuns (dados de HLA Facts Book, Parham and Barber).

As composicbes aqui descritas compreendem tipicamente pelo
menos um polipéptido selecionado entre um polipéptido de HDM203B
(SEQ ID NO: 83), HDM202 (SEQ ID NO: 81), HDM201 (SEQ ID NO:
80), HDM205 (SEQ ID NO: 85), HDM203A (SEQ ID NO: 82), ou uma
sua variante. A composicdo compreende preferivelmente pelo
menos dois, trés ou quarto polipéptidos independentemente
selecionados entre um polipéptido de HDM203B (SEQ ID NO: 83),
HDM202 (SEQ ID NO: 81), HDM201 (SEQ ID NO: 80), HDM205 (SEQ ID
NO: 85), HDM203A (SEQ ID NO: 82), ou uma sua variante, com a
condicdo de ndo ser selecionado mais do que um polipéptido ou
variante de SEQ ID NO: 82 e 83.
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S&do wvariantes particulares de HDM202 (SEQ ID NO: 81),
HDM202D (SEQ ID NO: 102; FKNRFLMSAEA), HDM202E (SEQ ID NO: 103;
FKNRFLMSAE) e HDM202H (SEQ ID NO: 104; EFKNRFLMSAE), gque sao
truncagens da sequéncia de HDM202. Estd previsto que cada uma
destas sequéncias possa ser modificada para adicionar pelo menos
um (e até 6) residuo(s) no terminal N e/ou C, selecionado(s)
entre R, K, H, E e D.

Opcionalmente, a composicao pode ainda compreender pelo
menos um polipéptido adicional selecionado entre um péptido de
qualquer de SEQ ID NO: 5, 51, 52, 100, 101, 72, 73, 74, ou uma
sua variante. O pelo menos um polipéptido adicional &
preferivelmente um polipéptido de qualgquer de SEQ ID NO: 51,
73, 100 e 101.

Opcionalmente, a composicgao pode compreender
adicionalmente pelo menos um polipéptido adicional selecionado
entre um polipéptido de qualquer de SEQ ID NO: 1, 9, 21, 24,
48, 54, 56, 57, 62, 63, 65, 76, 84 e 86, ou uma sua variante.
O pelo menos um polipéptido adicional ¢é preferivelmente um
polipéptido de gualquer de SEQ ID NO: 63 e 65, ou uma sua
variante.

Também € aqui descrita uma composicdo que compreende entre
quatro e treze polipéptidos, consistindo em:

a) pelo menos um dos polipéptidos de SEQ ID NO: 83 e 82, ou
suas variantes, preferivelmente SEQ ID NO: 83;

b) pelo menos dois dos polipéptidos de SEQ ID NO: 80, 81 e 85,

ou suas variantes; e opcionalmente

c) pelo menos um dos polipéptidos de qualquer de SEQ ID NO: 5,
51, 52, 100, 101, 72, 73 e 74, ou uma sua variante,
preferivelmente SEQ ID NO: 51, 73, 100 e 104 ou uma sua
variante; e/ou

d) pelo menos um dos polipéptidos de qualquer de SEQ ID NO: 1,
9, 21, 24, 48, 54, 56, 57, 62, 63, 65, 76, 84 e 86, ou uma
sua variante, preferivelmente SEQ ID NO: 63 e 65, ou uma
sua variante.

Também ¢ aqui descrita uma composicdo para utilizacdo na
prevencdo ou tratamento de alergia aos &caros do pd, por criacéo
de tolerancia, que compreende entre quatro e treze sequéncias
peptidicas, em que a composicdo consiste em:
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a) pelo menos um dos polipéptidos com as seguintes sequéncias:

HDM203B DLROMRTVTPIRMQGGSGS (SEQ ID NO: 83) e
HDM203A DLROMRTVTPIRMQGGCGS (SEQ ID NO: 82);

ou uma sua variante, e;

b) pelo menos dois dos polipéptidos com as seguintes sequéncias:

HDM201 ESVKYVQSNGGAI (SEQ ID NO: 80);
HDM202 DEFKNRFLMSAEAFE (SEQ ID NO: 81); e
HDM205 SYYRYVAREQS (SEQ ID NO: 85)

ou suas variantes, e, opcionalmente;

c) pelo menos um dos polipéptidos com as seguintes sequéncias:

HDMO9A REALAQTHSATAVI (SEQ ID NO: 5);

HDMO3D RNQSLDLAEQELVDSASQH (SEQ ID NO: 51);
HDMO3E RNQSLDLAEQELVD ASQH* (SEQ ID NO: 52);
HDMO3V EQELVDSASQHG (SEQ ID NO: 100);

HDMO3wW ELVDSASQHG (SEQ ID NO: 101);

HDM101 NYCQIYPPNVNKIREA (SEQ ID NO: 72);

HDM101A NYSQIYPPNVNKIREA (SEQ ID NO: 73); e
HDM101B NY QIYPPNVNKIREA* (SEQ ID NO: 74)

ou uma sua variante, e/ou

d) pelo menos um dos polipéptidos com as seguintes sequéncias:

HDMO1 IDLROQMRTVTPIR (SEQ ID NO: 1);
HDM21A KPFQLEAVFEANQNTK (SEQ ID NO: 9);
HDM48 TAIFQDTVRAEMTK (SEQ ID NO: 21);
HDMb1A VDFKGELAMRNIEAR (SEQ ID NO: 24);
HDMO1A IDLROMRTVTPIRMQGGSG (SEQ ID NO: 48);
HDMO6A RYVAREQSSRRP (SEQ ID NO: 54);
HDMO7 PNVNKIREALAQT (SEQ ID NO: 56);
HDM19A DQVDVKDSANHEIKK (SEQ ID NO: 57);
HDM23C GLEVDVPGIDPNASH (SEQ ID NO: 62);
HDMZ2 6B GVLASATIATHAKIR (SEQ ID NO: 63);
HDM35A RGLKOQMKRVGDANV (SEQ ID NO: 65);
HDM102A NAQRFGISNYSQI (SEQ ID NO: 76);
HDM204 SAYLAYRNQSLDLA (SEQ ID NO: 84); e
HDM206 DNGYGYFAANIDLMMIEE (SEQ ID NO: 86)

ou uma sua variante.
* = 4dcido aminobutirico.



EP 2 397 154/PT
14

Serd notado que (a) a (d) acima indicados, representam
critérios rigorosos e altamente seletivos para a identificacéao
de combinacdes de péptidos adequadas. Por exemplo, se forrem
selecionados oito péptidos ao acaso entre as sequéncias da
invencao, existiriam perto de 100 bilides de combinacdes
possiveis para escolher. Em contraste, ¢é util considerar um
exemplo de uma combinacdo de oito polipéptidos na gqual os
critérios acima sdo aplicados. Por exemplo, consideremos uma
combinacdo em que sao selecionados os seguintes polipéptidos:

i) quaisquer dois dos polipéptidos de SEQ ID NO: 80, 81 e 85 e
pelo menos um dos polipéptidos de SEQ ID NO: 82 e 83; e

ii) dois outros polipéptidos selecionados dos polipéptidos de
qualguer de SEQ ID NO: 5, 51, 52, 72, 73, 74, 100 e 101; e
finalmente

iii) dois outros polipéptidos selecionados dos polipéptidos de
qualquer de SEQ ID NO: 1, 9, 21, 24, 48, 54, 56, 57, 62, 63,
65, 76, 84 e 86.

Com base nesta selecdo, o numero de combinac¢des possiveis
representa menos de 0,0006% do total de combinacdes disponiveis
se o0s critérios determinados pelos inventores n&o fossem
aplicados.

Com base no acima referido, uma combinacgdo particularmente
preferida da invencédo compreende ou consiste nos polipéptidos
de HDM201 (SEQ ID NO: 80), HDM203B (SEQ ID NO: 83), HDM205 (SEQ
ID NO: 85), HDMO3W (SEQ ID NO: 101), HDM101lA (SEQ ID NO: 73),
HDM26B (SEQ ID NO: 63), HDM35A (SEQ ID NO: 65) e, opcionalmente,
SEQ ID NO:. 24, ou suas variantes.

Outra combinacdo preferida da invencdo compreende ou
consiste nos polipéptidos de HDM201 (SEQ ID NO: 80), HDM203B
(SEQ ID NO: 83), HDM205 (SEQ ID NO: 85) e HDMO3W (SEQ ID NO:
101) .

Sujeito ao acima referido, a composicgao pode,
opcionalmente, compreender outros polipéptidos até um total de
treze polipéptidos Unicos. Estes outros polipéptidos estéo
relacionados (ou seja, sdo tipicamente homdlogos e/ou
fragmentos de) com as outras sequéncias, i.e. SEQ ID NO: 1 a
104, que ndo estdo entre os polipéptidos J& selecionados. Os
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péptidos adicionais sé&o tipicamente variantes funcionais de um
dos péptidos das SEQ ID NO: 1 a 104. Os polipéptidos adicionais
podem ser idénticos a qualquer uma de SEQ ID NO: 1 a 104. A
composicdo pode portanto compreender até treze polipéptidos
diferentes, tal como proporcionado em qualquer de SEQ ID NO: 1
a 104. Contudo, os polipéptidos adicionais opcionais néo
precisam de ser 100% idénticos a nenhuma de SEQ ID NO: 1 a 104.
Sdo preferivelmente pelo menos 65% idénticos a pelo menos 9
(por exemplo, pelo menos 10, 11, 12 ou 13) ou mais aminodcidos
contiguos em qualquer de SEQ ID NO: 1 a 104, que ainda nédo tenha
sido selecionada entre o(s) polipéptido (s) previamente
selecionados. Esses aminocdcidos contiguos podem compreender um
epitopo do MHC de classe II, por exemplo que se liga a qualquer
uma das moléculas do MHC aqui mencionadas. Por outras palavras,
a composicdo pode opcionalmente compreender polipéptidos
adicionais, até um total de treze polipéptidos unicos, em que
o0s polipéptidos adicionais:

(i) compreendem uma sequéncia que tem pelo menos 65% de
identidade de sequéncia com pelo menos 9 ou mais aminoacidos
contiguos em qualguer uma das SEQ ID NO: 1 a 104 nao selecionadas
em (a) a (d) acima; e

(ii) tém 9 a 30 aminodcidos de comprimento;

em que cada um diferente polipéptido se destina a utilizacéo
simultanea, separada ou sequencial, na prevengdo ou tratamento
de alergia aos &caros do pd, por criacdo de tolerancia.

E adicionalmente aqui descrito um produto que contém entre
quatro e treze polipéptidos, como acima definido em (a) a (d);
e opcionalmente:

(e) um polipéptido:
(1) gue compreende uma sequéncia que tem pelo menos 65% de
identidade com pelo menos 9 ou mais aminodcidos contiguos

em qualquer uma de SEQ ID NO: 1 a 104 nédo selecionada acima
em a), a d); e

(i1) 9 a 30 aminodcidos de comprimento; e opcionalmente

(f) um polipéptido como definido em e), mas adicionalmente, néo
selecionado em d); e opcionalmente
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(g) um polipéptido como definido em e), mas adicionalmente, nao
selecionado em e) a f) acima; e opcionalmente

(h) um polipéptido como definido em e), mas adicionalmente, néo
selecionado em e) a g) acima; e opcionalmente

(i) um polipéptido como definido em e), mas adicionalmente, néo
selecionado em e) a h) acima; e opcionalmente

(J) um polipéptido como definido em e), mas adicionalmente, néo
selecionado em e) a 1) acima; e opcionalmente

(k) um polipéptido como definido em e), mas adicionalmente, nao
selecionado em e€) a Jj) acima; e opcionalmente

(1) um polipéptido como definido em e), mas adicionalmente, néo

selecionado em e) a k) acima; e opcionalmente

(m) um polipéptido como definido em e), mas adicionalmente, néo
selecionado em e) a 1) acima; e opcionalmente

(n) um polipéptido como definido em e), mas adicionalmente nao
selecionado em e) a m) acima; e opcionalmente

(o) um polipéptido como definido em e), mas adicionalmente néo

selecionado em e) a n) acima; e opcionalmente

(p) um polipéptido como definido em e), mas adicionalmente néo
selecionado em e) a o) acima, para utilizacdo simulténea,
separada ou sequencial na prevencédo ou tratamento de alergia ao
pd dos &acaros por criacdo de toleréncia.

E aqui também descrita uma composicdo para utilizacido na
prevengdo ou tratamento de alergia aos &caros do pd doméstico
por criacao de toleréancia, compreendendo um ou mais
polipéptidos, em que o polipéptido € selecionado entre qualquer
um dos seguintes:

(i) um polipéptido de qualgquer um de HDM203B (SEQ ID NO: 83),
HDM202 (SEQ ID NO: 81), HDM201 (SEQ ID NO:80), HDM205 (SEQ ID
NO:85), HDM203A (SEQ ID NO: 82), SEQ ID NO: 1 a 79, 84, ou 86
a 104 (ou seja, qualguer um de SEQ ID NO: 1 a 104); ou

(i1i) uma variante de um polipéptido de acordo com (i), em que
a referida variante é um polipéptido com 9 a 30 aminodcidos de
comprimento, que compreende uma regido que consiste em:
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— qualquer das sequéncias de (i); ou

— uma sequéncia que tem pelo menos 65% de homologia com
qualquer das sequéncias de (i), sequéncia essa que & capaz
de criar tolerédncia num individuo a qualquer das sequéncias
de (i), ou

(iii) uma variante de um polipéptido de acordo com (i), em que
a referida variante € um polipéptido com 9 a 30 aminodcidos de
comprimento, que compreende uma regido que consiste numa
sequéncia que representa:

— um fragmento de qualquer das sequéncias de (i); ou

— um homdélogo de um fragmento de gqualquer das sequéncias de
(i), sequéncia essa que é capaz de criar tolerdncia num
individuo a qualquer das sequéncias de (i) e que tem pelo
menos 9 aminodcidos de comprimento, e em que o referido
homélogo tem pelo menos 65% de homologia com gquaisquer
9 aminoacidos contiguos em qualquer das sequéncias de (i).

As composicdes ou produtos da invencdo podem compreender
variantes de qualquer das sequéncias acima definidas. A variante
tipicamente compreende 1, 2, 3 ou mais dos epitopos do MHC de
classe II presentes no péptido correspondente de SEQ ID NO: 1
a 104.

Sdo aguil mencionadas variantes funcionais. Estas variantes
podem ser capazes de criar tolerdncia num individuo a um epitopo
do MHC de classe II presente no péptido correspondente de SEQ
ID NO: 1 a 104, e, portanto compreenderdoc tipicamente uma
sequéncia que se liga a mesma molécula do MHC de classe II e/ou
¢ reconhecida por uma célula T que reconhece o epitopo
correspondente no polipéptido de SEQ ID NO: de 1 a 104.

As variantes de SEQ ID NO: 1 a 104 podem ser fragmentos
derivados por truncagem. Truncagem refere-se a remocdo de um,
dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez ou mais
aminoadcidos das extremidades N- e/ou C-terminais de um
polipéptido de SEQ ID NO: de 1 a 104. Exemplos de truncagens
adequadas sdo proporcionados para fins ilustrativos no
Exemplo 5. Em particular, as truncagens de SEQ ID NO: 81 sao
proporcionadas como SEQ ID NO: de 102 a 104. Similarmente,
varias das variantes preferidas de HDMO3 (SEQ ID NO: de 89 a
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101) sé&o truncagens. As truncagens particularmente preferidas
de HDMO3 sdao HDMO3V e HDMO3W (SEQ ID NO: 100 e 101).

Os fragmentos também podem ser gerados pPor uma ou mais
delec¢bes internas, desde que os 9 aminodcidos nucleares que
constituem o epitopo de células T nado sejam substancialmente
corrompidos.

Por exemplo, uma variante de SEQ ID NO: 1 pode compreender
um fragmento de SEQ ID NO: 1, i.e. uma sequéncia mais curta.
Isto pode incluir uma delecd&o de um, dois, trés, gquatro, cinco,
seis, sete, oito, nove, dez ou mais aminodcidos da extremidade
N-terminal de SEQ ID NO: 1 ou da extremidade C-terminal de SEQ
ID NO: 1. Estas delecgdes podem ser efetuadas em ambas as
extremidades de SEQ ID NO: 1. Uma variante de SEQ ID NO: 1 pode
incluir aminodcidos adicionais (por exemplo da sequéncia da
proteina progenitora da qual deriva o péptido) que se prolongam
para além da(s) extremidade(s) de SEQ ID NO: 1. Uma variante
pode dncluir uma combinacédo das delecbes e adicbes acima
discutidas. Por exemplo, podem ser eliminados aminodcidos numa
extremidade de SEQ ID NO: 1, mas aminodcidos adicionais da
sequéncia completa da proteina progenitora, podem ser
adicionados na outra extremidade de SEQ ID NO: 1. A mesma
discussdo de variantes acima, também se aplica a SEQ ID NO: 2
a 104.

Um péptido variante pode incluir uma ou mais substituicdes
de aminocdcidos na sequéncia de aminodcidos de qualquer de SEQ
ID NO: 1 a 104 ou um seu fragmento. Um péptido variante pode
compreender uma sequéncia que tem pelo menos 65% de identidade
de sequéncia com pelo menos 9 ou mais aminodcidos contiguos em
qualquer de SEQ ID NO: 1 a 104. Mais preferivelmente, uma
variante adequada pode compreender, pelo menos 70%, pelo menos
75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos
95%, ou pelo menos 98% de identidade de aminocadcidos com pelo
menos 9 aminodcidos contiguos de qualgquer de SEQ ID NO: 1 a
104. Este nivel de identidade de aminodcidos pode ser observado
em qualquer seccdo do péptido, embora seja preferivel na regiédo
nuclear. O nivel de identidade de aminocdcidos é sobre pelo menos
9 aminodcidos contiguos, mas pode ser sobre pelo menos 10, 11,
12, 13, 14, 15 ou pelo menos 16 ou 17 aminodcidos, dependendo
do tamanho dos péptidos de comparacgdo. Deste modo, qualquer dos
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niveis de identidade acima especificados pode estar sobre todo
o comprimento da sequéncia.

Em relacdo as sequéncias de aminocédcidos, "identidade de
sequéncia" refere-se a sequéncias que tém o valor estabelecido
quando avaliadas usando ClustalW (Thompson et al., Nucleic Acids
Res. 1994 Nov 11; 22 (22): 4673-80) com os seguintes parametros:
Parémetros de emparelhamento -Método: exato, Matriz: PAM,
Penalidade por abertura de hiatos: 10,00, Penalidade por
extensdo de hiatos: 0,10; Parédmetros de alinhamento mtltiplo -
Matriz: PAM, Penalidade por abertura de hiatos: 10,00, % de
identidade para atraso: 30, Penalizacédo de hiatos finais: ativa,
Distédncia de separacdo de hiatos: 0, Matriz negativa: néo,
Penalidade por extensdo de hiatos: 0,20, Penalidades por hiatos
especificos de residuos: ativas, Penalidades por hiato
hidréfilo: ativas, Residuos hidrdéfilos: GPSNDQEKR. Na
identidade de sequéncias num residuo particular pretende-se a
incluir residuos idénticos que foram simplesmente
derivatizados.

Um péptido variante pode compreender 1, 2, 3, 4, 5 ou mais,
ou até 10, substituig¢des de aminodcidos de qualquer de SEQ ID
NO: 1 a 104. As variantes de substituicéao envolvem
preferivelmente a substituicdo de um ou mais aminoacidos pelo
mesmo numero de aminodcidos e a realizagdo de substituicgdes
conservativas de aminodcidos. Por exemplo, um aminodcido pode
ser substituido por um aminodcido alternativo com propriedades
semelhantes, por exemplo, outro aminodcido Dbésico, outro
aminodcido &cido, outro aminodcido neutro, outro aminodcido
carregado, outro aminodcido hidrdéfilo, outro aminoéacido
hidréfobo, outro amincdcido polar, outro aminodcido aromdtico
ou outro aminodcido alifdtico. Algumas ©propriedades dos
20 aminoacidos principais que podem ser utilizados para
selecionar substitutos adequados sdao as seguintes:

Alafalifdtico, hidrdéfobo, Met [hidréfobo, neutro

neutro

Cys|polar, hidréfobo, neutro |Asn|polar, hidrdéfilo, neutro

Asp|polar, hidréfilo, Pro|hidréfobo, neutro
carregado (-)
Glu|polar, hidrdéfilo, Gln|polar, hidrdéfilo, neutro

carregado (-)
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Phe|aromdtico, hidréfobo, Arg|polar, hidrdéfilo,
neutro carregado (+)
Gly|alifatico, neutro Ser|polar, hidrdéfilo, neutro
His|aromatico, polar, Thr [polar, hidréfilo, neutro
hidréfilo, carregado (+)
Ile|alifadtico, hidrdéfobo, Vall|alifatico, hidrdéfobo,
neutro neutro
Lys|polar, hidrdéfilo, Trp|aromadtico, hidrdfobo,
carregado (+) neutro
Leulalifdtico, hidrdfobo, Tyr |aromdtico, polar,
neutro hidrdéfobo

Outras variantes incluem aquelas nas qguais em vez do
aminocdcido de ocorréncia natural, o aminodcido que aparece na
sequéncia € um seu andlogo estrutural. Os aminodcidos utilizados
nas sequéncias também podem ser modificados, e.g. marcados,
desde que a funcdo do péptido ndo seja significativamente
afetada de forma adversa. Quando o péptido tem uma sequéncia
diferente da sequéncia de qualquer de SEQ ID NO: 1 a 104 ou um
seu fragmento, as substituic¢des podem ocorrer ao longo de todo
o comprimento da sequéncia, no interior da sequéncia de qualquer
de SEQ ID NO: 1 a 104 ou fora da sequéncia de qualgquer de SEQ
ID NO: 1 a 140. Por exemplo, as variacdes aqui descritas, tais
como adigdes, delecgbes, substituigdes e modificagdes, podem
ocorrer no interior da sequéncia de qualgquer de SEQ ID NO: 1 a
140. Um péptido wvariante pode compreender, ou consistir
essencialmente em, a sequéncia de aminodcidos de qualgquer de
SEQ ID NO: 1 a 104 em que foram efetuadas uma, duas, trés,
quatro ou mais substituic¢des de aminodcidos. Um péptido variante
pode compreender um fragmento da proteina progenitora gque seja
maior do gque qualquer de SEQ ID NO: 1 a 140. Nesta concretizacao,
as variagdes aqui descritas, tais como substituicbes e
modificacgdes, podem ocorrer dentro e/ou fora da sequéncia de
qualguer de SEQ ID NO: 1 a 104.

Os péptidos variantes da invencdo tém 9 a 30 aminodcidos
de comprimento, inclusive. Preferivelmente, podem ter de 9 a 20
aminocdcidos ou, mais preferivelmente, de 13 a 17 de comprimento.
Os péptidos podem ter o mesmo comprimento que as seqguéncias
peptidicas em qualquer de SEQ ID NO: 1 a 20.
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Os péptidos podem ser gquimicamente derivados do alergénio
polipeptidico, por exemplo por clivagem proteolitica ou podem
ser derivados num sentido intelectual do alergénio polipéptido,
por exemplo fazendo uso da sequéncia de aminodcidos do alergénio
polipéptido e sintetizando péptidos com base na sequéncia. Os
péptidos podem ser sintetizados utilizando métodos bem
conhecidos no estado da técnica.

Quando os polipéptidos compreendem residuos que séo
tipicamente dificeis de conservar durante o fabrico, esses
residuos podem ser substituidos. Por exemplo, o glutamato forma
espontaneamente piroglutamato em solucéao, particularmente
quando presente no terminal N de um polipéptido. Assim, os
residuos dos péptidos da invencdo que correspondem a glutamato
na sequéncia de uma sequéncia de uma proteina de alergénio
nativa, podem ser substituidos por piroglutamato nos péptidos
da invencdo quando esses residuos estdo presentes no terminal
N de um péptido.

O termo "péptido" inclui ndo apenas moléculas nas quais os
residuos de aminocdcidos estdo unidos por ligacdes peptidicas (-
CO-NH-) mas também moléculas nas quais a ligacdo peptidica estéd
invertida. Estes peptidomiméticos retro-invertidos podem ser
produzidos utilizando métodos conhecidos no estado da técnica,
por exemplo tais como o0s descritos por Meziere et al. (1997) J.
Immunol. 159, 3230-3237. Esta abordagem envolve a producdo de
pseudopéptidos contendo alteracdes que envolvem o esqueleto e
ndo a orientacdo das cadeias laterais. Meziere et al. (1997)
mostram que, pelo menos para respostas de células T auxiliares
e do MHC de classe II, estes pseudopéptidos sdo Uteis. Péptidos
retro-invertidos, que contém ligagdes NH-CO em vez de ligacdes
peptidicas CO-NH, sdo muito mais resistentes a protedlise.

Similarmente, a 1ligacdo peptidica pode ser totalmente
dispensada desde que seja utilizada uma porcdo ligante adequada
que retenha o espagamento entre os 4&tomos de carbono dos
residuos de aminodcido; € particularmente preferido que a porcgéo
ligante tenha substancialmente a mesma distribuicdo de cargas
e substancialmente a mesma planaridade que uma ligacéo
peptidica. Serd também notado gque o péptido pode ser
convenientemente bloqueado no seu terminal N ou terminal C de
modo a ajudar a reduzir a suscetibilidade a digestéo
exoproteolitica. Por exemplo, o grupo amino N-terminal dos
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péptidos pode ser protegido através da reacdo com um &acido
carboxilico e o grupo carboxilo C-terminal do péptido pode ser
protegido através de reacdo com uma amina. Outros exemplos de
modificacgdes incluem glicosilacdo e fosforilacao. Outra
modificacdo potencial é os hidrogénios nas aminas de cadeias
laterais de R ou K poderem ser substituidos por grupos metileno
(-NH; -NH (Me) ou -N (Mg)).

Os andlogos de péptidos de acordo com a invencdo podem
também incluir variantes peptidicas que aumentam ou diminuem a
semivida dos péptidos in vivo. 0Os exemplos de andlogos capazes
de aumentar a semivida de péptidos utilizados de acordo com a
invencdo incluem andlogos peptoides dos péptidos, derivados de
D-aminodcidos dos péptidos e hibridos péptido-peptoides. Outra
concretizacdo dos polipéptidos variantes utilizados de acordo
com a invengdo compreende formas de D-aminoacidos do
polipéptido. A preparacdo de polipéptidos usando D-aminodcidos
em vez de L-aminodcidos reduz grandemente qualquer degradacéo
indesejada destes agentes por processos metabdlicos normais,
reduzindo as quantidades de agente que € necessario administrar,

assim como a frequéncia da sua administracéo.

Os péptidos proporcionados pela presente invencdo podem
ser derivados de variantes de splicing das proteinas
progenitoras codificadas por ARNm gerados por splicing
alternativo de transcritos primdrios que codificam as cadeias
das proteinas progenitoras. Os péptidos podem também ser
derivados de mutantes de aminoacidos, variantes de glicosilacéo
e outros derivados covalentes das proteinas progenitoras que
retém pelo menos uma propriedade de ligacdo ao MHC dos
alergénios. Os derivados exemplificativos incluem moléculas em
que os péptidos da invencdo sdo modificados covalentemente por
substituicdo, quimica, enzimadtica ou por outro meio adequado,
por uma porgdo gque ndo um aminodcido de ocorréncia natural.
Também estdo incluidas variantes de ocorréncia natural das
proteinas progenitoras em diferentes &caros. Estas variantes
podem ser codificadas por uma variante alélica ou representar
uma variante de splicing alternativo.

As variantes acima descritas podem ser preparadas durante
a sintese do péptido ou por modificacdo pds-produgdo, ou guando
o péptido estd sob uma forma recombinante usando técnicas
conhecidas de mutagénese dirigida ao local, mutagénese
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aleatdéria ou clivagem enzimdtica e/ou ligagdo de &cidos
nucleicos.

De acordo com a invencdo, os péptidos adicionais que a
composigcdo pode compreender sdo preferivelmente variantes
funcionais de qualguer de SEQ ID NO: 1 a 104. Ou seja, O0s
préptidos sdo preferivelmente capazes de induzir uma resposta
imunitdria. Em particular, os péptidos séo preferivelmente
capazes de induzir a producdo de citdéguinas em individuos
alérgicos aos acaros do pd doméstico. Tipicamente, a composicéo
da invencédo compreenderd portanto pelo menos um polipéptido ou
uma sua variante que produza uma resposta de citdédguinas em mais
de 30%, 35%, 40%, preferivelmente 45% ou 50% dos individuos
numa populacgdo de individuos alérgicos aos 4&caros do pbd
doméstico. O numero de individuos num painel de individuos
alérgicos aos acaros do pd doméstico pode ser qualquer numero
superior a um, por exemplo pelo menos 20, 30, 40, 50, 80 ou
pelo menos 100 individuos. Preferivelmente a composicao
compreende pelo menos dois, trés ou, mais preferivelmente,
quatro destes péptidos. Preferivelmente, a resposta de
citégquinas é a producdo de IL-13 ou IFN-gama. A produgao de
citdquinas pode ser medida por qualquer método adequado.
Considera-se tipicamente que ocorreu a producgdo de uma citdquina
em resposta a um péptido se o nivel de citdguinas produzidas na
presenca do péptido estd pelo menos 2, 3, 4 ou 5 vezes acima do
nivel de base da referida citégquina que é produzido na auséncia
de um estimulo (i.e., o nivel produzido pelo mesmo individuo na
auséncia do péptido ou de qgualquer outro estimulo).
Alternativamente, pode considerar—-se que ocorreu producao de
uma citéquina se a gquantidade de citdéguina produzida exceder um
limite reconhecido, tipicamente 90, 95 ou, preferivelmente,
100 rg/ml, tipicamente a partir de uma amostra de
aproximadamente 1,25x106 células em 250 pl.

Os métodos adequados para medigdo da producédo de citdguinas
incluem tipicamente a medigdo da libertacdo de citdéguinas por
células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de uma amostra
colhida de um individuo. A amostra é tipicamente sangue ou soro.
A libertacdo de citdéquinas pelas PBMC é medida apds incubacéo
das células na presenca de um determinado péptido. Os
sobrenadantes da mistura de incubacdo sdo entdo testados gquanto
a presenca de uma citdéquina, usando qualquer ensaio adequado,
por exemplo um ensaio ELISA, ELISPOT ou citometria de fluxo. Os
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métodos particularmente preferidos incluem ensaios de arranjos
de contas Multiplex conforme descrito, por exemplo, em Jager et
al., Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, 2003, Vol.
10(1) pag. 133-139. Tipicamente, a composicdo pode compreender
pelo menos um péptido adicional ou uma sua variante qgque néo
esteja entre os polipéptidos j& selecionados, até um total de
treze péptidos diferentes, gue produzem uma resposta de
citédguinas em mais de 20%, 25%, preferivelmente 30%, 35% ou 40%
dos individuos numa populacdo de individuos alérgicos aos acaros
do pd doméstico.

A composigcao pode ainda compreender um ou malis péptidos
adicionais ou suas variantes gque nao estejam entre o0s
polipéptidos jé& selecionados, até um total de treze péptidos
diferentes, que produzem uma resposta de citdéquinas em mais
10%, 15%, preferivelmente 20% dos individuos numa populacédo de
individuos alérgicos aos acaros do pd doméstico.

As variantes adequadas capazes de se ligar a TCR podem ser
derivadas empiricamente ou selecionadas de acordo com critérios
conhecidos. Num uUnico péptido héa determinados residuos que
contribuem para a 1ligacdo dentro da fenda de 1ligacéao ao
antigénio do MHC e outros residuos que interagem com regides
hipervaridveis do recetor de células T (Allen et al (1987)
Nature 327: 713-5).

De entre os residuos que contribuem para a interacgdo com
o0 recetor de células T, foi demonstrada a existéncia de uma
hierarquia que se refere a dependéncia de ativacgédo das células T
mediante substituicdo de um determinado residuo peptidico.
Utilizando péptidos gque tiveram uma ou mais substituigdes de
residuos de contacto com o recetor de células T por um
aminodcido diferente, vadrios grupos demonstraram efeitos
profundos no processo de ativacdo de células T. Evavold & Allen
(1991) Nature 252: 1308-10) demonstraram a dissociacdo da
proliferacdo de células T e da produgdo de citdguinas. Neste
modelo in vitro, um clone de células T especifico para os
residuos 64-76 da hemoglobina (no contexto de I-E¥), foi
provocado com um andlogo peptidico no qual tinha sido efetuada
uma substituicdo conservativa de &cido glutédmico por &cido
aspartico. Esta substituicdo nédo interferiu significativamente
com a capacidade do andlogo se ligar a 1-Ek.
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Apds a provocagdo in vitro de um clone de células T com
este andlogo né&o foi detetada qualquer proliferacdo embora a
secrecao de IL-4 se tenha mantido, assim como a capacidade do
clone de ajudar as vrespostas de células B. Num estudo
subsequente, o0 mesmo grupo demonstrou a separacao da citdlise
mediada por células T da producdo de citdédguinas. Neste caso, a
primeira permaneceu inalterada, enquanto a ultima foi
comprometida. A eficdcia de ligandos peptidicos alterados in
vivo foi inicialmente demonstrada num modelo murino de EAE
(encefalomielite alérgica experimental) por McDevitt e
colaboradores (Smilek et al (1991) Proc Natl Acad Sci USA 88:
9633-9637). Neste modelo a EAE é induzida por imunizag¢do com o
péptido encefalitogénico Acl-11 de MBP (proteina béasica de
mielina). A substituicdo na posicdo quatro (lisina) por um
residuo de alanina gerou um péptido que se ligou bem ao seu
elemento de restricdo (A “"A v), mas que nao era imunogénico na
estirpe suscetivel PL/JxSJLF1l e que, além disso, evitou o inicio
da EAE quando administrado quer antes quer apdés a imunizacéo
com o péptido encefalitogénico. Assim, podem ser identificados
residuos nos péptidos que afetam a capacidade dos péptidos para
induzir véarias fungbes de células T.

Vantajosamente, os péptidos podem ser concebidos de modo a
favorecer a proliferacdo de <células T e a inducdo de
dessensibilizacdo. Metzler e Wraith demonstraram a melhoria da
capacidade tolerogénica de péptidos nos quais foram efetuadas
substituig¢des que aumentam a afinidade péptido-MHC (Metzler &
Wraith (1993) Int Immunol ~ : 1159-65). Foi demonstrado por
Sloan-Lancaster et al. (1993) Nature 363: 156-9, que um ligando
peptidico alterado pode provocar anergia profunda e de longa
duracgédo em células T clonadas.

As composicbdes da invencdo sao capazes de induzir uma
resposta de fase tardia num individuo que estd sensibilizado
aos alergénios. O termo "resposta de fase tardia"™ inclui o
significado estabelecido em Allergy and Allergic Diseases
(1997) A.B. Kay (Ed.), Blackwell Science, pp 1113-1130. A
resposta de fase tardia pode ser qualquer resposta de fase
tardia (LPR). Preferivelmente, os péptidos sao capazes de
induzir uma resposta asmdtica tardia (LAR) ou uma resposta
rinitica tardia ou uma resposta cutédnea de fase tardia ou uma
resposta ocular de fase tardia. Pode-se determinar se um péptido
particular pode ou ndo originar uma LPR, utilizando métodos bem
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conhecidos no estado da técnica; um método particularmente
preferido é o descrito por Cromwell O, Durham SR, Shaw RJ,
Mackay J e Kay AB. Provocation tests and measurements of
mediators from mast cells and basophils in asthma and allergic
rhinitis. Em: Handbook of Experimental Immunology (4) Chapter
127, Editor: Weir DM, Blackwell Scientific Publications, 1986.

Assim, preferivelmente, 0s péptidos individuais da
invengdo sdo capazes de induzir uma LPR num individuo que tenha
sido sensibilizado aos alergénios. Pode-se determinar se um
individuo foi ou nédo sensibilizado aos alergénios, através de
procedimentos bem conhecidos como o teste de escarificacdo com
solugbdes de extratos de alergénio, indugdo de LPR cuténeas,
histdéria clinica, provocacdo com alergénios e prova cuténea RAST
(teste radioalergoabsorvente) para medicdo de IgE especifica do
alergénio. O médico poderad determinar se é ou nao expectavel
que um individuo especifico beneficie do tratamento, com base,
por exemplo, nesses testes.

A dessensibilizacdo ou criagdo de toleréncia num individuo
aos alergénios significa a inibicdo ou reducdo de reacgdes
alérgicas dos tecidos induzidas pelos alergénios em individuos
apropriadamente sensibilizados. Demonstrou-se que as células T
podem ser ativadas seletivamente e depois tornadas nao
responsivas. Além disso, a anergizacdo ou eliminacdo destas
células T conduz a dessensibilizacdo do paciente relativamente
a um alergénio particular. A dessensibilizacdo manifesta-se
como uma redugdo da resposta a um alergénio ou a um péptido
derivado do alergénio, ou preferivelmente por uma eliminacdo
dessa resposta, na segunda e posteriores administragdes do
alergénio ou do péptido derivado do alergénio. A segunda
administracdo pode ser efetuada depois de passado um periodo de
tempo adequado para permitir a ocorréncia da dessensibilizacéo;
ou seja, preferivelmente qualgquer periodo entre um dia e varias
semanas. E preferido um intervalo de cerca de duas semanas.

Embora as composicdes da invencao sejam capazes de induzir
uma LPR num individuo alérgico a &caros do pd, deverd ser notado
que guando uma composicdo é utilizada para tratar um paciente
é preferivel que seja utilizada uma concentracéao
suficientemente baixa da composicdo para gue ndo ocorra qualdgquer
LPR observdvel mas gque a resposta seja suficiente para
dessensibilizar parcialmente as células T de forma a que a dose
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seguinte (preferivelmente superior) possa ser dada, e assim por
diante. Desta maneira, a dose é acumulada para conferir uma
dessensibilizacdo completa, mas frequentemente sem nunca
induzir uma LPR no paciente. Contudo, a composicdo ou o péptido
é capaz de o fazer numa concentracdo mais elevada do que aquela
em que ¢ administrado.

As composicbes da invencgdo preferivelmente sao capazes de
induzir uma resposta de fase tardia em 50% ou mais de um painel
de individuos alérgicos a &caros do pd da populacdo. Mais
preferivelmente, as composicgdes sao capazes de induzir uma LPR
em 55% ou mais, 60% ou mais, 65% ou mais, 70% ou mais, 75% ou
mais, 80% ou mais, 85% ou mais, ou 90% ou mais de individuos
sensibilizados num painel. Pode-se determinar se as composicdes
sdo, ou nao, capazes de induzir uma LPR numa determinada
percentagem de um painel de individuos, através de métodos que
sao bem conhecidos no estado da técnica.

Serd entendido que os péptidos da invencdo compreendem um
epitopo de células T que consiste em 9 aminodcidos nucleares,
que sdo a sequéncia minima essencial necesséaria para a ligacgéao
ao MHC de <classe II. Contudo, os péptidos podem também
compreender residuos adicionais que flanqueiam os 9 aminoacidos
nucleares. 0Os péptidos podem portanto compreender uma regido
que contém um epitopo de células T, no qual alguns residuos
podem ser modificados sem afetar a fungdo do epitopo. Deste
modo, variantes funcionais dos péptidos, como definido acima,
incluem péptidos que s&o alterados para melhorar a sua
solubilidade relativamente a sequéncia nativa dos péptidos. Uma
solubilidade melhorada é vantajosa para a criacdo de toleréncia
nos individuos a alergénios dos quais os péptidos da invencdao
derivam, ja& gque a administracdo de agentes fracamente soldveis
aos individuos causa respostas inflamatdérias indesejaveis e que
ndo criam tolerdncia. A solubilidade dos péptidos pode ser
melhorada alterando os residuos que flanqueiam a regido qgue
contém um epitopo de células T. Um péptido da invengdo pode ser

manipulado para ser mais soltvel, de forma a compreender:

i) em posigdo N-terminal relativamente aos residuos do péptido
que flanqueiam um epitopo de células T: um a seis aminodcidos
contiguos que correspondem aos dois a seis aminodcidos contiguos
em posicéo imediatamente N-terminal em relacgcdao aos referidos



EP 2 397 154/PT
28

residuos na sequéncia da proteina da qual o péptido deriva;
e/ou

ii) em posicéo C-terminal relativamente aos residuos do péptido
que flangqueiam um epitopo do células T: um a seis aminoacidos
contiguos que correspondem aos um a seis aminodcidos contiguos
em posicdo imediatamente C-terminal em relacdoc aos referidos
residuos na sequéncia da proteina da qual o péptido deriva; ou

iii) tanto em posigcdo N-terminal como em C-terminal
relativamente aos residuos do péptido gue flanqueiam um epitopo
de células T, pelo menos um aminodcido selecionado entre

arginina, lisina, histidina, glutamato e aspartato.

Opcionalmente, os ©péptidos podem adicionalmente ser
manipulados para serem mais solaveis, de forma que:

i) quaisquer residuos de cisteina na sequéncia nativa do péptido
sdo substituidos por serina ou acido 2-aminobutirico; e/ou

ii) quaisquer residuos no terminal N ou no terminal C da
sequéncia nativa do péptido, que nao estdo compreendidos num
epitopo de células T, sdo eliminados; e/ou

iii) guaisquer dois aminocdcidos consecutivos compreendendo a
sequéncia Asp-Gly nos até quatro aminodcidos no terminal N ou
no terminal C da sequéncia nativa do péptido, gque ndo estéo
compreendidos num epitopo de células T, sédo eliminados.

Acidos nucleicos e vetores

Os péptidos individuais gue constituem as composicdes e
produtos da invengcao podem ser administrados diretamente ou
podem ser administrados indiretamente por expressdao de uma
sequéncia de codificacdo. Por exemplo, pode ser proporcionado
um polinucledétido que codifica um péptido da invencgdo, como
qualquer um dos péptidos acima descritos. Um péptido da invencéo
pode assim ser produzido a partir de, ou entregue sob a forma
de, um polinucledtido que o codifica e & capaz de o expressar.
Em qualgquer referéncia aqui a utilizacéao, entrega ou
administracdo de um péptido da invenclo pretende-se incluir a
utilizacdo, entrega ou administracdo indiretas desse péptido
através de expressdo a partir de um polinucledétido que o
codifica.
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As expressdes "molécula de acido nucleico" e
"polinucledétido" sdo aqui utilizadas indistintamente e referem-
se a uma forma polimérica dos nucledtidos de qualqguer
comprimento, sejam desoxirribonucledtidos, sejam
ribonucledétidos, ou seus analogos. 0Os exemplos nao limitantes
de polinucledétidos incluem um gene, um fragmento de gene, ARN
mensageiro (ARNm) , ADNc, polinucleétidos recombinantes,
plasmideos, vetores, ADN isolado de qualquer sequéncia, ARN
isolado de qgualquer sequéncia, sondas de &cido nucleico e
iniciadores (primers). Um polinucledétido da invencado pode ser
proporcionado sob a forma purificada ou isolado.

Uma sequéncia de 4cido nucleico que "codifica" um
polipéptido selecionado é€ uma molécula de &cido nucleico que é
transcrita (no caso do ADN) e traduzida (no caso do ARNm) num
polipéptido in vivo quando colocada sob o controlo de sequéncias
reguladoras apropriadas. Os limites da sequéncia de codificacéo
sdo determinados por um cdédidoc iniciagdo na extremidade 5'
(amino) e um cdédédo de terminacdo da traducdo na extremidade 3'
(carboxilo) . Para os fins da invencédo, estas sequéncias de acido
nucleico podem incluir, mas nédo se lhes limitam, ADNc viral,
ARNm procariota ou eucariota, sequéncias gendmicas de ADN ou
ARN viral ou procariota, e mesmo sequéncias de ADN sintéticas.
Uma sequéncia de terminacdo da transcricdo pode estar localizada
a 3' da sequéncia de codificacéao.

Os polinucledétidos da invencdo podem ser sintetizados de
acordo com métodos bem conhecidos no estado da técnica, conforme

descrito a titulo de exemplo em Sambrook et al. (19104,
Molecular Cloning - a Jlaboratory manual; Cold Spring Harbor
Press) .

As moléculas de polinucledétidos podem ser proporcionadas
sob a forma de uma cassete de expressao que inclui sequéncias
de controlo 1ligadas operativamente a sequéncia inserida,
permitindo assim a expressdo do péptido da invencdo in vivo num
individuo alvo. Estas cassetes de expressdo, por sua vez, s&o
tipicamente proporcionadas em vetores (e.g., plasmideos ou
vetores virais recombinantes) que sao adequados para utilizacao
como reagentes para imunizagdo com Acido nucleico. Estas
cassetes de expressao podem ser administradas diretamente a um
individuo hospedeiro. Alternativamente, pode ser administrado
a um individuo hospedeiro um  vetor compreendendo um
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polinucledétido da invengédo. Preferivelmente, o polinucledtido
é preparado e/ou administrado usando um vetor genético. Um vetor
adequado pode ser qualgquer vetor capaz de transportar uma
quantidade suficiente de informacdo genética e que permite a
expressao de um péptido da invencéo.

S&o também aqui descritos vetores de expressao que
compreendem essas sequéncias polinucleotidicas. Assim, é
descrito um vetor para utilizacgdo na prevencao ou tratamento de
alergia a acaros do pd por criacdo de tolerdncia que compreende
quatro ou mais sequéncias polinucleotidicas que codificam
diferentes polipéptidos da invencdo e opcionalmente uma ou mais
sequéncias polinucleotidicas adicionais que codificam
diferentes polipéptidos, conforme aqui definido. O vetor pode
compreender 4, 5, 6 ou 7 sequéncias polinucleotidicas que
codificam diferentes polipéptidos da invencéo.

Além disso, sera notado que as composicdes e produtos da
invencdo podem compreender uma mistura de polipéptidos e
polinucledétidos. Deste modo, é descrita uma composicdo ou um
produto conforme aqui definidos, em que no lugar de um qualquer
dos polipéptidos estd um polinucledétido capaz de expressar o
referido polipéptido.

Os vetores de expressdao sado construidos por rotina na
biologia molecular e podem, por exemplo, envolver a utilizacgao
de ADN plasmidico e iniciadores, promotores, potenciadores e
outros elementos apropriados, tais como por exemplo sinais de
poliadenilacdo que podem ser necessarios, e que estéao
posicionados na orientacdo correta, de modo a permitir a
expressdo de um péptido da invencdo. Outros vetores adequados
serdo evidentes para o0s peritos na especialidade. A titulo de
exemplo adicional a este respeito referimos Sambrook et al.

Assim, um polipéptido da invencdo pode ser proporcionado
através da entrega de um tal vetor a uma célula e permitindo a
ocorréncia da transcricado a partir do vetor. Preferivelmente,
um polinucledétido aqui descrito ou para utilizacdo como aqui
descrito num vetor, estd operativamente ligado a uma sequéncia
de controlo capaz de proporcionar a expressdo da sequéncia de
codificacdo pela célula hospedeira, i.e., o vetor & um vetor de
expressao.
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"Operativamente ligado" refere-se a uma disposicédo dos
elementos em que os componentes assim descritos sdo configurados
de modo a realizar a sua funcao usual. Assim, uma determinada
sequéncia reguladora, como um promotor, operativamente ligada
a uma sequéncia de acido nucleico é capaz de efetuar a expresséao
dessa sequéncia quando estao presentes as enzimas corretas. O
promotor nédo precisa de estar contiguo a sequéncia, desde que
funcione para dirigir a sua expressao. Assim, por exemplo, podem
estar presentes sequéncias intervenientes ndo traduzidas mas
transcritas, entre a sequéncia promotora e a sequéncia de acido
nucleico, e a sequéncia promotora pode ainda assim ser
considerada "operativamente ligada" a sequéncia de codificacéao.

Vadrios sistemas de expressdo foram descritos no estado da
técnica, cada um tipicamente consistindo num vetor contendo um
gene ou sequéncia de nucledétidos de interesse operativamente
ligados a sequéncias de controlo da expressdo. Estas sequéncias
de controlo incluem sequéncias promotoras da transcrigdo e
sequéncias de iniciacdo e terminacdo da transcricdo. Os vetores
da invencédo podem ser, por exemplo, plasmideos, virus ou vetores
fagicos com uma origem de replicacéd&o, opcionalmente um promotor
para a expressao do referido polinucledétido e opcionalmente um
regulador do promotor. Um "plasmideo" €& um vetor sob a forma de
um elemento genético extracromossdmico. Os vetores podem conter
um ou mais genes marcadores seleciondveils, por exemplo um gene
de resisténcia a ampicilina no caso de um plasmideo bacteriano
ou um gene de resisténcia para um vetor fungico. 0Os vetores
podem ser utilizados in vitro, por exemplo para a producado de
ADN ou ARN ou utilizados para transfectar ou transformar uma
célula hospedeira, por exemplo, uma célula hospedeira de
mamifero. Os vetores podem também ser adaptados para serem
utilizados in vivo, por exemplo para permitir a expressdo 1in
vivo do polipéptido.

Um "promotor" é uma sequéncia de nucledétidos que inicia e
regula a transcricdo de um polinucledétido que codifica um
polipéptido. Os promotores podem incluir promotores indutiveis
(em qgue a expressdo de uma sequéncia polinucleotidica
operativamente ligada ao promotor é induzida por um analito,
cofactor, proteina reguladora, etc.), promotores repressiveis
(em que a expressdao de uma sequéncia polinucleotidica
operativamente ligada ao promotor €& reprimida por um analito,
cofactor, proteina reguladora, etc.) e promotores
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constitutivos. Pretende-se incluir no termo "promotor" ou na
expressao "elemento de controlo" regides promotoras completas
e segmentos funcionais (e.g., controlos da transcricdo ou da
traducdo) dessas regides.

Um polinucleétido, uma cassete de expressdao ou um vetor
aqui descritos podem adicionalmente compreender uma sSequéncia
de péptido de sinal. A sequéncia de péptido de sinal ¢é
geralmente inserida em ligacdo operativa com o promotor de forma
a que o péptido de sinal seja expresso e facilite a secrecdo de
um polipéptido codificado pela sequéncia de codificagdo também
em ligacdo operativa com o promotor.

Tipicamente, uma sequéncia de péptido de sinal codifica um
péptido de 10 a 30 aminodcidos, por exemplo 15 a 20 aminoéacidos.
Fregquentemente, 0S aminodcidos sao predominantemente
hidréfobos. Numa situacdo tipica, um péptido de sinal direciona
uma cadeia polipeptidica crescente portadora do péptido de sinal
para o reticulo endoplasmatico da célula de expressédo. O péptido
de sinal é clivado no reticulo endoplasmético, permitindo a
secrecdo do polipéptido através do aparelho de Golgi. Assim, um
péptido da invencdo pode ser proporcionado a um individuo
através de expressdo a partir de células dentro do individuo e
secrecgcao a partir dessas células.

Alternativamente, os polinucledtidos aqui descritos podem
ser expressos de um modo adequado para permitir a apresentacao
de um péptido da invencdo por uma molécula do MHC de classe II
na superficie de uma célula apresentadora de antigénio. Por
exemplo, um polinucledétido, uma cassete de expressao ou um vetor
podem ser direcionados para células apresentadoras de
antigénio, ou a expressdo do péptido codificado pode ser

preferencialmente estimulada ou induzida nessas células.

Os polinucledétidos de interesse podem ser utilizados 1in
vitro, ex vivo ou in vivo na producdo de um péptido da invencéo.
Tais polinucledétidos podem ser administrados ou utilizados na
prevencdo ou tratamento de alergia por criacdo de toleréncia.

Métodos para entrega de genes sdo conhecidos no estado da
técnica. Veja-se, e.qg., as patentes norte-americanas US
5399346, 5580859 e 55104466. A molécula de acido nucleico pode
ser introduzida diretamente no individuo recebedor, por exemplo
através de injec¢do intramuscular ou intradérmica padréo;
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entrega transdérmica de particulas; por inalacédo; topicamente;
ou através dos modos de administracdo oral, intranasal ou
mucosa. A molécula pode alternativamente ser introduzida ex vivo
em células que tenham sido removidas de um individuo. Por
exemplo, um polinucledétido, uma cassete de expressao ou um vetor
podem ser introduzidos em APC de um individuo ex vivo. As
células que contém a molécula de &cido nucleico de interesse
sdo reintroduzidas no individuo de forma que pode ser montada
uma resposta imunitédria contra o péptido codificado pela
molécula de 4acido nucleico. As moléculas de &cido nucleico
utilizadas nessa 1munizacdo s&o aqui genericamente referidas
como "vacinas de acido nucleico".

Os polipéptidos, polinucledtidos, vetores ou células aqui
descritos podem estar presentes numa forma substancialmente
isolada. Podem ser misturados com transportadores ou diluentes
que nao interfiram com a sua utilizacdo prevista e ainda assim
ser considerados como substancialmente isolados. Podem também
estar numa forma substancialmente purificada, caso em dque
geralmente compreenderdo pelo menos 90%, e.g. pelo menos 95%,
98% ou 99%, das proteinas, polinucledétidos, células ou massa
seca da preparacao.

Células apresentadoras de antigénio (APC)

E também aqui descrita a utilizacgdo in vitro de um método
de producdo de uma populacado de APC que apresentam os péptidos
da invencdo na sua superficie, que podem ser subsequentemente
utilizadas em terapia. Um tal método pode ser realizado ex vivo
numa amostra de células obtida de um paciente. As APC produzidas
deste modo formam portanto um agente farmacéutico que pode ser
utilizado no tratamento ou prevencdo da alergia a &caros do pd
por criacdo de tolerédncia. As células deverdo ser aceites pelo
sistema imunitédrio do individuo porque derivam desse individuo.
A entrega de células que foram produzidas deste modo ao
individuo do qual foram originalmente obtidas, constitui assim

uma concretizacdo terapéutica da presente divulgacéo.

Formulagbes e composicdes

Os péptidos, polinucledtidos, vetores e células aqui
descritos podem ser proporcionados a um individuo quer
individualmente, quer em combinagdo. Cada molécula ou célula
pode ser proporcionada a um individuo numa forma isolada,
substancialmente isolada, purificada ou substancialmente
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purificada. Por exemplo, um péptido da invencdo pode ser
proporcionado a um individuo substancialmente isento de outros
péptidos.

Embora seja possivel que os péptidos, polinucledétidos ou
composigdes de acordo com a invencao sejam apresentados numa
forma em bruto, é preferivel apresentd-los sob a forma de uma
formulacdo farmacéutica. Assim, de acordo <com um aspeto
adicional da invencadao, a presente 1invencado proporciona uma
formulacdo farmacéutica para utilizacdo na prevencdo ou
tratamento de alergia a acaros do pd por criacdo de toleréancia,
que compreende uma composicdo, um vetor ou um produto de acordo
com a invencdo, em conjunto com um ou mais transportadores ou
diluentes farmaceuticamente aceitdveis e opcionalmente um ou
mais de outros ingredientes terapéuticos. O (s)
transportador (es) deve(m) ser 'aceitdveis' no sentido de serem
compativeis com os outros ingredientes da formulacdo e ndo serem
prejudiciais para o individuo recebedor. Tipicamente, o0s
transportadores para injecdo e a formulacdo final s&o estéreis
e apirogénicos.

A formulacdo de uma composicdo que compreende o péptido,
os polinucledétidos ou células aqui descritos pode ser realizada
utilizando técnicas e metodologias quimicas padréao de
formulacd&o farmacéutica que estdo todas prontamente disponiveis
aos peritos.

Por exemplo, composicgdes contendo uma ou mais moléculas ou
células da 1invencgéo podem ser combinadas com um ou mais
excipientes ou veiculos farmaceuticamente aceitéveis.
Substéncias auxiliares, como agentes molhantes ou
emulsionantes, substédncias tamponantes do pH, e similares,
podem estar presentes no excipiente ou no veiculo. Estes
excipientes, veiculos e substancias auxiliares s&do geralmente
agentes farmacéuticos que ndo induzem uma resposta imunitéria
no individuo que recebe a composicdo, e que podem ser
administrados sem toxicidade indevida. Os excipientes
farmaceuticamente aceitdveis incluem, mas ndo se lhes limitam,
liquidos como &gua, solucdo salina, polietilenoglicol, &acido
hialurdénico e etanol. Sais farmaceuticamente aceitdveis também
podem ser agqui incluidos, por exemplo, sais de &cidos minerais
como cloridratos, bromidratos, fosfatos, sulfatos ou similares;
e sails de 4cidos orgédnicos como acetatos, propionatos,
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malonatos, benzoatos, e similares. Uma discussdo exaustiva
sobre excipientes, veiculos e substéancias auxiliares
farmaceuticamente aceitédveis estd disponivel em Remington's
Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., N. J. 1991) .

Estas composicdes podem ser preparadas, embaladas ou
comercializadas numa forma adequada para administracdo em bolus
ou para administracdo continua. Podem-se preparar, embalar ou
comercializar composicgdes injetdveis em formas de dosagem
unitarias, por exemplo em ampolas ou recipientes multidose
contendo um conservante. As composicdes incluem, mas nao se
lhes limitam, suspensdes, solucgdes, emulsdes em veiculos
oleosos ou agquosos, pastas, e formulacgdes implantdveis de
libertacdo sustentada ou biodegradadveis. Estas composicdes
podem ainda compreender um ou mais ingredientes adicionais
incluindo, mas nado se limitando a, agentes de suspensao,
estabilizantes ou dispersantes. Numa concretizacdo de uma
composicdo para administracdo parentérica, o ingrediente ativo
é proporcionado em forma seca (e.g., um pd ou grédnulos) para
reconstituicdo com um veiculo adequado (e.g., &gua estéril e
apirogénica) antes da administracdo parentérica da composicéo
reconstituida. As composicdes farmacéuticas podem ser
preparadas, embaladas ou comercializadas sob a forma de uma
suspensdo ou solugdo aguosa ou oleosa estéril injetédvel. Esta
suspensao ou solucdo pode ser formulada de acordo com o estado
da técnica e pode compreender, para além do ingrediente ativo,
ingredientes adicionais tais como agentes dispersantes, agentes
molhantes ou agentes de suspensédo aqui descritos. Estas
formulagdes estéreis injetédveis podem ser preparadas usando um
diluente ou solvente nao tdxico, parentericamente aceitével,
como agua ou 1,3-butanodiol, por exemplo. Outros diluentes e
solventes aceitédveis incluem, mas ndo se lhes limitam, solucéo
de Ringer, solucédo isotdénica de cloreto de sdédio e bleos fixos,
tais como mono- ou diglicéridos sintéticos. Outras composicgdes
passiveis de administracdo parentérica que sdo uUteis incluem
aquelas que compreendem o 1ingrediente ativo numa forma
microcristalina, numa preparacdo lipossdmica ou como um
componente de um sistema polimérico biodegraddvel. Composicdes
para libertacdo sustentada ou implantacao podem compreender
materiais poliméricos ou hidréfobos farmaceuticamente
aceitéveis, tais como uma emulsdo, uma resina permutadora de
ides, um polimero pouco soltvel ou um sal pouco soluvel.
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Alternativamente, os péptidos ou polinucledétidos aqui
descritos podem ser encapsulados, adsorvidos a, ou associados
a, transportadores particulados. Os transportadores
particulados adequados incluem os derivados de polimeros de
polimetilmetacrilato, bem como microparticulas de PLG derivadas
de poli(lactidas) e poli(lactida-co-glicolida). Veja-se, e.qg.,
Jeffery et al. (1993) Pharm. Res. 10: 362-368. Podem-se também
utilizar outros polimeros e sistemas particulados, por exemplo,
polimeros como polilisina, poliarginina, poliornitina,

espermina, espermidina, assim como conjugados destas moléculas.

A formulacdo de qualgquer dos péptidos, polinucledétidos ou
células aqui mencionados dependerd de fatores como a natureza
da substéncia e o método de entrega. Qualquer destas substéncias
pode ser administrada numa variedade de formas de dosagem. Pode
ser administrada oralmente (e.g., em comprimidos, pilulas,
pastilhas, suspensdes aquosas ou oleosas, pds ou granulos
dispersiveis), por via parentérica, epicuténea, subcuténea, por
inalacgcao, por via intravenosa, intramuscular, intraesternal,
transdérmica, intradérmica, sublingual, intranasal, bucal, ou
através de técnicas de infusdo. A substéncia também pode ser
administrada como supositdérios. O médico serd capaz de
determinar a via de administracdo requerida para cada individuo
particular.

As composicgdes de formulagdes aqui descritas compreenderao
uma concentracgdo adequada de cada péptido/polinucledtido/célula
que seja eficaz sem causar reacdes adversas. Tipicamente, a
concentracdo de cada péptido na composicgdo estard na gama de
0,03 a 200 nmol/ml. Mais preferivelmente, na gama de 0,3 a 200
nmol/ml, 3 a 180 nmol/ml, 10 a 150 nmol/ml ou 30 a 120 nmol/ml.
A composicao ou as formulacdes devem ter uma pureza superior a
95% ou 98% ou uma pureza de pelo menos 99%.

Assim, numa concretizacdo, os péptidos, polinucledtidos,
células ou composigdes aqui descritos, sdo utilizados para
terapia em combinagcdo com um ou mais outros agentes
terapéuticos. Os agentes podem ser administrados separadamente,
simultaneamente ou sequencialmente. Podem ser administrados na
mesma composicdo ou em diferentes composigdes. Em conformidade,
num método aqui descrito, o individuo pode também ser tratado
com um outro agente terapéutico.
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Pode portanto ser formulada uma composigcdo que compreende
uma molécula e/ou uma célula aqui descritas, e também uma ou
mais outras moléculas terapéuticas. Uma composicdo da invencéo
pode, alternativamente, ser utilizada simultaneamente,
sequencialmente ou separadamente com uma ou mais outras
composicdes terapéuticas, Ccomo parte de um tratamento
combinado.

Métodos terapéuticos e individuo a tratar

A presente divulgacéao refere-se a péptidos,
polinucledétidos, vetores e células que s&o capazes de
dessensibilizar ou criar tolerdncia em individuos humanos aos
alergénios acima descritos e que sdo portanto Uteis na prevencéao
ou tratamento de alergia a acaros do pd. A invengdo proporciona
composigdes, produtos, vetores e formulagdes para utilizacgdo na
prevencdo ou tratamento de alergia a &caros do pd por criacéao
de tolerancia. E aqui também descrito um método para criacdo de
tolerédncia ou dessensibilizacdo num individuo alérgico a &caros
do rd que compreende a administracéo ao individuo,
individualmente ou em combinacéao, dos
polipéptidos/polinucledtidos/células, conforme descrito acima.

O individuo a tratar com, ou que recebe, a composigdo ou
formulacéo da invengdo é preferivelmente um ser humano. Serd
notado que o individuo a tratar pode ser um individuo gque se
sabe estar sensibilizado aos alergénios, que pode estar em risco
de ser sensibilizado ou que se suspeita estar sensibilizado. O
individuo pode ser testado quanto a sua sensibilizac¢do usando
técnicas bem conhecidas no estado da técnica e conforme aqui
descrito. Alternativamente, o individuo pode ter uma histdria
familiar de alergia a &caros do pd. Pode ndo ser necessario
testar um individuo quanto a sensibilizacd&o aos &caros do pd
porgue o individuo pode apresentar sintomas de alergia gquando
exposto a &caros do pd. "Exposicdo" significa proximidade a,
por exemplo, uma pec¢a de roupa, um colch&o, uma almofada, uma
fronha, um lencol, um cobertor ou outra roupa de cama, que nao
tenham sido lavados a mais de 50°C h&d mais de, aproximadamente,
uma semana, ou um tapete, uma cortina ou uma pec¢a de mobilidrio
estofado, que nado tenham sido aspirados h& mais de,
aproximadamente, uma semana. Por ©proximidade entenda-se
10 metros ou menos, 5 metros ou menos, 2 metros ou menos, 1
metro ou menos ou 0 metros das pecas acima descritas. Os
sintomas da alergia podem incluir comich&oc nos olhos, corrimento
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nasal, dificuldades respiratdérias, pele avermelhada e irritada
ou erupcdo cuténea.

O individuo a tratar pode ter qualquer idade. Contudo,
preferivelmente, o individuo pode estar no grupo etdrio de 1 a
90, 5 a 60, 10 a 40 ou, mais preferivelmente, 18 a 35 anos.

Preferivelmente, o individuo a tratar pertence a uma
populacéo que tem fregquéncias de alelos do MHC dentro da gama
de frequéncias representativas da populacdo caucasiana. As
frequéncias alélicas da populacédo de referéncia para 11 familias
de alelos DRB1 comuns estdao apresentadas na Tabela 1 (dados de
HLA Facts Book, Parham and Barber).

Tabela 1
DRB1 1 3 4 7 3 11 (12| 13 (14 ] 15 | 16
% 6,4114,7|15,71 8,8 (3,4]18,313,9|14,7|2,9|17,6]2,5

Populacdo de 9,4111,1(12,8(13,2|3,7|13, 4|2, 3|10, 2(3, 2|10, 7]3, 6
referéncia, %

As frequéncias de referéncia foram obtidas por andlise de
multiplos estudos que reportam frequéncias e os valores
apresentados s&o valores médios. Assim, preferivelmente, o
individuo a tratar pertence a uma populacdo que tem frequéncias
de alelos do MHC equivalentes as da populacdo de referéncia
para os alelos indicados na Tabela 1 (tal como, para pelo menos
1, 2, 3, 4, 5 ou todos os alelos), por exemplo, dentro da gama
daqueles valores mais ou menos 1, 2, 3, 5, 10, 15 ou 20%.

Preferivelmente, o individuo pertence a uma populacdo na
qual as freqguéncias alélicas dos seguintes alelos DRB1 sédo:

4 - pelo menos 9%
7 — pelo menos 10%

11 - pelo menos 8%

O individuo pode ter tido alergia a &caros do pd durante
pelo menos 2 semanas, 1 més, 6 meses, 1 ano ou 5 anos. O
individuo pode sofrer de erupc¢céo cuténea, congestdo nasal,
corrimento nasal e/ou tosse causadas pela alergia. O individuo
pode, ou nao, ter recebido administracéao de outras
composicdes/compostos que tratam a alergia a &acaros do pd. O
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individuo pode viver numa regido geogradfica que tenha uma
humidade relativa didria média superior a 50%, preferivelmente
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80% ou 90%. O individuo pode viver
numa regido geografica que se sabe suportar populacdes de acaros
do pd, por exemplo, a metade oriental dos Estados Unidos (e a
maioria das cidades costeiras ocidentais dos Estados Unidos),
dreas populosas do Canadd, Europa Ocidental, Japédo, Coreia, e
dreas costeiras da América do Sul, Austrdlia e Africa do Sul.

Imunoterapia de combinac¢do

Uma vez que muitos individuos s&do alérgicos ou podem
requerer dessensibilizacdo a vAdrios antigénios polipeptidicos,
a presente invencéao também proporciona meios de
dessensibilizacdo de individuos que sé&o alérgicos a multiplos
antigénios. A "toleradncia" induzida num individuo a um primeiro
antigénio ou alergénio polipeptidico pode criar no individuo um
"ambiente tolerogénico", em que respostas imunitérias
inapropriadas a outros antigénios podem ser infra-reguladas de
forma a proporcionar toleré&ncia a outros antigénios.

Esta verificacdo significa que individuos alérgicos a
mialtiplos alergénios podem ser tratados num periodo tempo muito
reduzido e que individuos gravemente alérgicos a alguns
alergénios (e.g., amendoim), mas mais moderadamente alérgicos
a outros alergénios (e.g., pelo de gato) podem beneficiar de
uma terapia em que é estabelecida toleréncia ao alergénio mais
moderado e depois este ambiente tolerogénico é utilizado para
proporcionar tolerdncia ao outro alergénio, mais extremo. Além
disso, os individuos que sofrem de uma desordem autoimune que
estdo também sensibilizados (ou de outro modo imunes) a um
antigénio ou alergénio ndo relacionado, podem beneficiar de um
regime de tratamento no qual é primeiro estabelecida toleréncia
ao antigénio ou alergénio néo relacionado e depois este ambiente
tolerogénico ¢é wutilizado para proporcionar tolerédncia ao

autoantigénio associado a desordem autoimune.

E portanto proporcionado um método para dessensibilizacédo
de um individuo alérgico aos é&acaros do pd, ao antigénio dos
4dcaros do pd, conforme descrito acima, e a um ou mais outros
antigénios polipeptidicos diferentes. 0O método implica, num
primeiro passo, administrar ao individuo uma composicédo/
produto/ formulacdo (composicdo primdria) de acordo com a
invencdo, conforme aqui descrito, e em que a administracgdo é
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realizada de um modo suficiente para gerar um estado
hiporresponsivo contra o antigénio dos &caros do pd. Uma vez
estabelecido um estado hiporresponsivo em relacgdo ao antigénio
dos &caros do pd, ou que pelo menos tenha ocorrido um desvio no
sentido da dessensibilizacdo, o método implica a administracéo
de uma composicdo secundidria compreendendo um segundo antigénio
polipeptidico diferente ao qual se pretende sensibilizar o
individuo. A administracdo da composicdo secunddria € efetuada
de modo a tirar partido do ambiente tolerogénico estabelecido
pela utilizacdo da composicdo priméaria, sendo agora possivel
estabelecer tolerédncia ao segundo antigénio polipeptidico
diferente. A composicdo secundaria ¢é coadministrada com a
primeira composicdo primdria ou com um fragmento maior de Fel
dl. O termo "coadministrada" designa a administracgdo simulténea
ou concomitante, e.g., quando os dols estdo presentes na mesma
composicao ou sédo administrados em composicdes separadas quase
ao mesmo tempo mas em locals diferentes, assim como a entrega
de antigénios polipeptidicos em composicdes separadas em
momentos diferentes. Por exemplo, a composicdo secundaria pode
ser entregue antes ou depois da entrega da primeira composicéo
no mesmo local ou num local diferente. O tempo entre
administrac¢des pode variar desde cerca de varios segundos até
cerca de varios minutos, varias horas ou mesmo varios dias.

Além disso, podem ser empregues diferentes métodos de entrega.

O segundo antigénio polipeptidico ¢é preferivelmente um
alergénio diferente do alergénio dos &caros do pd. Os alergénios
adequados para utilizacdo nos métodos da invencdo podem,
evidentemente, ser obtidos e/ou produzidos usando métodos
conhecidos. As classes de alergénios adequados incluem, mas néao
se lhes limitam, outros alergénios dos &acaros do pd, pdlenes,
pelo de animal (especialmente pelo de gato), ervas, bolores,
pds, antibidticos, venenos de picada de inseto e uma variedade
de alergénios ambientais (incluindo gquimicos e metais), de
fadrmacos e de alimentos. Os alergénios comuns de adrvores incluem
pdlenes de choupo, &alamo, freixo, vidoeiro, &cer, carvalho,
olmo, nogueira-—-amarga e nogueira-pecd; os alergénios comuns de
plantas incluem os de artemisia, ambrésia, tanchagem, azedas e
anserina; o0s alergénios de contacto de plantas incluem os do
carvalho venenoso, hera venenosa e urtigas; os alergénios comuns
de ervas incluem os de azevém, fléolo, sorgo-bravo, relva das
bermudas, festuca e poa; o0s alergénios comuns também podem ser
obtidos de bolores ou fungos como a Alternaria, Fusarium,
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Hormodendrum, Aspergillus, Micropolyspora, Mucor e
actinomicetes terméfilos; os alergénios epidérmicos podem ser
obtidos a partir do pd doméstico ou orgdnico (tipicamente de
origem fungica), ou de fontes animais, como penas de aves e
pelo de cédo; os alergénios alimentares comuns incluem alergénios
do leite e do queijo (lacticinios), ovos, trigo, frutos secos
(e.g., amendoim), marisco (e.g., crustéceos), ervilhas, feijéo
e gltten; os alergénios ambientais comuns incluem alergénios de
metais (niquel e ouro), quimicos (formaldeido, trinitrofenol e
terebentina), latex, borracha, fibras (algodéo ou 1a),
serapilheira, tinta para o cabelo, cosméticos, detergentes e
perfumes; os alergénios comuns de farmacos incluem alergénios
de anestésicos locais e salicilato; 0s alergénios de
antibidéticos incluem alergénios de penicilina, tetraciclinas e
sulfonamida; e o0s alergénios comuns de insetos incluem
alergénios de veneno de abelha, vespa e formiga e residuos de
barata. 0Os alergénios particularmente Dbem caracterizados
incluem, mas n&o se lhes limitam, o alergénio principal dos
gatos Fel dl, fosfolipase A2 (PLA) do veneno de abelhas, (Akdis
et al. (1996) J. Clin. Invest. 98: 1676-1683), alergénio de
pdlen de vidoeiro Bet v 1 (Bauer et al. (1997) C(Clin. Exp.
Immunol. 107:536-541), e o alergénio de relva multiepitédpico
recombinante rKBG8.3 (Cao et al. (1997) Immunology 90: 46-51).
Estes e outros alergénios adequados estdo comercialmente
disponiveis e/ou podem ser prontamente preparados na forma de
extratos seguindo técnicas conhecidas.

Preferivelmente, o segundo alergénio polipeptidico &
selecionado da lista de sequéncias de alergénios e nUmeros de
acesso a base de dados (numeros de acesso ao Entrez do NCBI)
abaixo. O NCBI é o National Center for Biotechnology Information
e é uma divisdo do US National Institutes of Health. O sitio da
internet do NCBI, através do gqual se pode aceder a base de dados
¢ www.ncbi.nlm.nih.gov/. Sequéncias de alergénios e numeros de
acesso a base de dados (numeros de acesso ao Entrez do NCBI) :
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Acaros do pd doméstico

Dermatophagoides pteronyssinus

Der p 1

MKIVLAIASLLALSAVYARPSSIKTFEEYKKAFNKSYATFEDEEAARKNFLES

VKYVQSNGGAINHLSDLSLDEFKNRFLMSAEAFEHLK TQFDLNAETNACSIN

GNAPAEIDLRQMRTVTPIRMQGGCGSCWAFSGVAATESAYLAYRNQSLDLA
EQELVDCASQHGCHGDTIPRGIEYIQHNGVVQESYYRYVAREQSCRRPNAQR
FGISNYCQIYPPNVNKIREALAQTHSATAVIIGIK DLDAFRITY DGR THQRDNGY
QPNYHAVNIVGYSNAQGVDYWIVRNSWDTNWGDNGYGYFAANIDLMMIEE
YPYVVIL

Der p 2
MMYKILCLSLLVAAVARDQVDVKDCANHFEIKKVLVPGCHGSEPCIIIIRGKPF

QLEAVFEANQNTKTAKIEIKASIDGLEVDVPGIDPNACHYMKCPLVKGQQYD
TKYTWNVPKIAPKSENVVVTVEVMGDDGVLACAIATHAKIRD

Der p 3
MITYNILIVLLLAINTLANPILPASPNATIVGGEKALAGECPYQISLQSSSHFCGG
TILDEYWILTAAHCVAGQTASKLSIRYNSLKHSLGGEKISVAKIFAHEKYDSY
QIDNDIALIKLKSPMKLNQKNAKAVGLPAKGSDVKVGDQVRVSGWGYLEEG
SYSLPSELRRVDIAVVSRKECNELYSKANAEVTDNMICGGDVANGGKDSCQ
GDSGGPVVDVKNNQVVGIVEWGYGCARKGYPGVYTRVGNFIDWIESKRS(}

Der p 4

KYXNPHFIGXRSVITXLME

Der p 5
MKFIAFFVYATLAVMTVSGEDKKHDYQNEFDFLLMERIHEQIKK GELALFYLQ

EQINHFEEKPTKEMKDKIVAEMDTOAMIDGVRGVLDRLMQRKDLDIFEQYN
LEMAKKSGDILERDLKKEEARVKKIEV

Der p 6

AIGXQPAAEAEAPFQISLMK
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Der p 7
MMKLLLIAAAAFYVAVSADPTHYDKITEEINKAVDEAVAAIEKSETFDPMEVP
DHSDKFERHIGHID KGELDMRNIQVRGLEKQMKRVGDANVKSEDGVVKAHL
LYGVHDDVVSMEYDLAYKLGDLHPNTHVISDIQDFVVELSLEVSEEGNMTLT

SFEVRQFANVVNHIGGLSILDPIFAVLSDVLTAIFQDTVRAEMTK YLAPAFKK
ELERNNQ

Der p9

IVGGSNASPGDAVYQIAL

Dermatophagoides farinae

Der £ 1

MEKFVLAIASLLYLTVYARPASIKTFEFKKAFNKNY ATVEEEEVARKNFLESLK
YVEANKGANHLSDLSLDEFKNRYLMSAEAFEQLKTQFDLNAETSACRINSY

NVPSELDLRSLRTVTPIRMQGGCGSCWAFSGVAATESAYLAYRNTSLDLSEQ
ELVDCASGHGCHGDTIPRGIEYIQQNGYVVEERSYPYVAREQRCRRPNSQHYG
ISNYCQIYPPDVKQIREALTOTHTAIAVIIGIKDLRAFQHYDGRTIQHDNGY QP

NYHAVNIVGY GSTQGDDYWIVRNSWDTTWGDSGYGYFOQAGNNLMMIEQY
PYVVIM

Der £ 2

MISKILCLSLLVAAVVADQVDVKDCANNEIKKVMVDGCHGSDPCIIHRGKEPF
TLEALFDANQNTKTAKIEIKASLDGLEIDVPGIDTNACHFMKCPLVKGQQYDI
KYTWNVPKIAPKSENVVVTVKLIGDNGVLACAIATHGKIRD

Der £ 3
MMILTIVVLLAANILATPILPSSPNATIVGGVKAQAGDCPY QISLQSSSHFCGG
SILDEYWILTAAHCVNGQSAKKLSIRYNTLKHASGGEKIQVAEIYQHENYDS
MTIDNDVALIKLKTPMTLDQTNAKPVPLPAQGSDVKVGDKIRVSGWGYLQE
GSYSLPSELQRVDIDVVSREQCDQLY SKAGADVSENMICGGDVANGGVDSEC
QGDSGGPVVDVATRQIVGIVEWGYGCARKGYPGVYTRVGNFVDWIESKRS
Q

Derf4

AVGGODADLAEAPFQISLLK
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Der £ 7
MMEKFLLIAAVAFVAVSADPIHYDKITEEINKAIDDATAAIEQSETIDPMKVPDH
ADKFERHVGIVDFKGELAMRNIEARGLKQMERQGDANVKGEEGIVKAHLLI
GVHDDIVSMEYDLAYKLGDLHPTTHVISDIQDFVVALSLEISDEGNITMTSFE
VRQFANVVNHIGGLSILOPIFGVLSDVLTAIFQDTVREEMTKVLAPAFKRELE
KN

Sequéncias adicionais de alergénios de &caros (acesso ao Entrez
do NCBI) :

1170095; 1359436; 2440053; 666007; 487661; 1545803; 84702;
84699; 625532; 404370; 1091577; 1460058; 7413; 9072; 387592.

Gato

Sequéncias de Felis (acesso ao Entrez do NCBI):

539716; 539715; 423193; 423192; 423191; 423190; 1364213;
1364212; 395407; 163827; 163823; 163825; 1169665; 232086;
1169666.

Latex

Sequéncias de hévea:

Hev b 1

MAEDEDNQQGQGEGLKYLGFVQDAATY AVTTFSNVYLFAKDKSGPLQPGV
DIIEEGPVKNVAVPLYNRFSYIPNGALKFVDSTVYVASVTIIDRSLPPIVKDASIQV
VSAIRAAPEAARSLASSIPGQTKILAKVFYGEN

Hev b 3
MAEEVEEERLKYLDFVRAAGVYAVDSFSTLYL.YAKDISGPLKPGVDTIENVY
KTVVTPVYYIPLEAVKFVDKTVDVSVTSLDGVVYPI VIKQVSAQTYSVAQDAP
RIVLDVASSVFNTGVQEGAKALYANLEPKAEQY AVITWRAINKLPIVPQVA
NVVVPTAVYFSEKYNDVVRGTTEQGYRVSSYLPLLPTEKITKVFGDEAS

Sequéncias adicionais de hévea (acesso ao Entrez do NCBI) :

3319923; 3319921; 3087805; 1493836; 1480457; 1223884; 3452147;
3451147; 1916805; 232267; 123335; 2501578; 3319662; 3288200;
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1942537; 2392631; 2392630; 1421554; 1311006; 494093; 3183706;
3172534; 283243; 1170248; 1708278; 1706547; 464775; 2661042;
231586; 123337; 116359; 123062; 2213877; 542013; 2144920;
1070656; 2129914; 2129913; 2129912; 100135; 82026; 1076559;
82028; 82027; 282933; 280399; 100138; 1086972; 108697; 1086976;
1086978; 1086978; 1086976; 1086974; 1086972; 913758; 913757;
913756; 234388; 1092500; 228691; 1177405; 18839; 18837; 18835;
18833; 18831; 1209317; 1184668; 168217; 168215; 168213; 168211;
168209; 348137.

Azevém

Sequéncias de Lolium:

126385 Lol p 1

MASSSSVLLVVALFAVFLGSAHGIAKVPPGPNITAEY GDKWLDAKSTWYGK
PTGAGPKDNGGACGYKNVDKAPFNGMTGCGNTPIFKDGRGCGSCFEIKCTK
PESCSGEAVTVTITDDNEEPIAPYHFDLSGHAFGSMAKK GEEQNVRSAGELEL
QFRRVKCKYPDDTKPTFHVEKASNPNYLAILVKYVDGDGDVVAVDIKERGK
DEKWIELKESWGAVWRIDTPDKLTGPFTVRYTTEGGTKSEFEDVIPEGWEADT
SYSAK

126386 Lol p 2a

AAPVEFTVEKGSDEKNLALSIKYNKEGDSMAEVELKEHGSNEWLALKKNGD
GVWEIKSDKPLKGPFNFRFVSEKGMRNVEFDDVVPADFKVGITYKPE

126387 Lol p 3

TKVDLTVEKGSDAKTLVLNIKYTRPGDTLAEVELRQHGSEEWEPMTKKGNL
WEVKSAKPLTGPMNFRFLSKGGMKNVFDEVIPTAFTVGKTYTPEYN

2498581 Lol p b5a
MAVQKYTVALFLRRGPRGGPGRSYAADAGYTPAAAATPATIFAATPAGGWR
EGDDERRAEAAGGRQRLASRQPWPPLPTPLRRTSSRSSRPPSPSPPRASSPTSA
AKAPGLIPKLDTAYDVAYKAAEAHPRGQVRRLRHCPHRSLRVIAGALEVHA
VEKPATEEVLAAKIPTGELQIVDKIDAAFKIAATAANAAPTNDKI TVFESAINK
ALNECTGGAMRPTSSSPPSRPRSSRPTPPPSPAAPEVKY AVFEAALTKAITAM
TQAQKAGKPAAAAATAAATVATAAATAAAVLPPPLLYVQSLISLLIYVY
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2498582 Lol p 5b
MAVQKHTVALFLAVALVAGPAASYAADAGYAPATPATPAATATAATPATP
ATPATPAAVPSGKATTEEQKLIEKINAGFKAAVAAAAVVPPADKYKTFVETF
GTATNKAFVEGLASGYADOQSKNQLTSKLDAALKLAYEAAQGATPEAKYDIA
YVATLTEALRVIAGTLEVHAVKPAAELEVKVGAIPAAEVQLIDKVDAAYRTA
ATAANAAPANDKFTVFENTFNNAIKVSLGAAYDSYKFIPTLVAAVKQAY AA
KQATAPEVEYTVSETALKKAVTAMSEAEKEATPAAAATATPTPAAATATAT
PAAAYATATPAAATATATPAAATATPAAAGGYKYV

455288 Lol p isoforma 9
MAVQKHTVALFLAVALVAGPAASYAADAGYAPATPATPAAPATAATPATP
ATPATPAAVPSGEATTEEQKLIEKINAGFKAAVAAAAVVPPADKYKTFVETF
GTATNKAFVEGLASGY ADQSKNQLTSKLDAALKIAYEAAQGATPEAKYDA
YVATLTEALRVIAGTLEVIIAVKIAAEEVKVGAIPAAEVQLIDKVDAAYRTA
ATAANAAPANDKFTVFENTFNNAIKVSLGAAYDSYKFIPTLVAAVKQAYAA
KQATAPEVKYTVSETATKKAVTAMSEAEKEATPAAAATATPTPAAATATAT
PAAAYATATPAAATATATPAAATATPAAAGGYKV

1582249 Lol p 11
DKGPGFVVTCRVYCDI'CRAGFETNYSHNVEGATVAVDCRPFDGGESKLKAE
ATTDKDGWYKIEIDQDHQEEICEVVLAKSPDKSCSEIEEFRDRARVPLTSNXG
IKQQGIRYANPIAFFRKEPLKECGGILQAY

Sequéncias adicionais de Lolium (acesso ao Entrez do NCBI):

135480; 417103; 687261; 687259; 1771355; 2388662; 631955;
542131; 542130; 542129; 100636; 626029; 542132; 320616; 320615;
320614; 100638; 100634; 82450; 626028; 100639; 283345; 542133;
1771353; 1763163; 1040877; 1040875; 250525; 551047; 515377;
510911; 939932; 439950; 2718; 168316; 168314; 485371; 2388664;
2832717; 2828273; 548867.
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Oliveira

Sequéncias de oliveira

416610 Ole e 1
EDIPQPPVSQFHIQGQVYCDTCRAGFITELSEFIPGASLRLQCKDKENGDVTFT
EVGYTRAEGLYSMLVERDHENEFCEITLISSGRKDCNEIPTEGWAKPSLKFKL
NTVNGTTRTVNPLGFFEKKEALPRCAQVYNKLGMYPPNM

Parietéria

Sequéncias de parietéria:

2497750 Par j P2
MRTVSMAALVVIAAATAWTSSAEPAPAPAPGEEACGKVVQDIMPCLHFVKG
EEKEPSKECCSGTKKLSEEVKTTEQKREACKCIVRATKGISGIKNELVAEVPK
KCDIKTTLPPITADFDCSKIQSTIFRGYY

1352506 Par j P5
MVRALMPCLPFVQGKEKEPSKGCCSGAKRLDGETK TGPQRVHACECIQTAM
KTYSDIDGKLVSEVPKHCGIVDSKLPPIDVNMDCKTVGVVPRQPQLPVSLRII
GPVTGPSDPAHKARLERPQIRVPPPAPEK A

1532056 Par j P8
MRTYSMAALVVIAAALAWTSSAELASAPATGEGPCGKVVHHIMPCLKFVKG
EEKEPSKSCCSGTKKILSEEVKTTEQKREACKCIVAATKGISGIKNELVAEVPK
KCGITTTLPPITADFDCSKIESTIFRGYY

1532058 Par j P9
MRTVSAPSAVALVVIVAAGLAWTSLASVAPPAPAPGSEETCGTVVYRALMPC
LPFVQGKEKEPSKGCCSGAKRLDGETK TGLQRVHACECIQTAMKTYSDIDGK

LVSEVPKHCGIVDSKILPPIDVNMDCKTLGYVPRQPQLPVSLRHGPVTGPSDPA
HKARLERPQIRVPPPAPEKA

2497749 Par j P9

MRTVSARSSYVALVVIVAAVLVWISSASVAPATAPGSEETCGTYVVGALMPCL
PFYQGKEKEPSKGCCSCAKRLDGETKTGPQRVHACECIQTAMKTYSDIDGKL
VSEVPKHCGIVDSKLPPIDVNMDCKTLGVLHYKGN
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1086003 Par § 1
MVRALMPCLPFVQGKEKEP SKGCCSGAKRLDGETKTGPQRVHACECIQTAM
KTYSDIDGKLVSEVPKIICGIVDSKLPPIDVNMDCKTYGVVPRQPQLPVSLRH
GPVTGPSRSRPPTKHGWRDPRLEFRPPHRKKPNPAESTLG

Sequéncias adicionais de parietdria (acesso ao Entrez do NCRBI):

543659; 1836011; 1836010; 1311513; 1311512; 1311511; 1311510;
1311509; 240971.

Fléolo

Sequéncias de Phleum:

Phl p 1
MASSSSVLLVVVLFAVFLGSAYGIPKVPI'GPNITATYGDKWLDAKSTWYGKP
TGAGPKDNGGACGYKDVDKPPFEGMTGCGNTPIFKSGRGCGSCFEIKCTKPE
ACSGEPVVVHITDDNEEPIAPYHFDLSGHAFGAMAKKGDEQKLRSAGELELQ
FRRVKCKYPEGTIKVIFHYEKGSNPNY LALLVKY VANGDGDVVAVDIKEKGK
DKWIELKESWGAIWRIDTPDKLTGPFTVRY TTEGGTKTEAEDVIPEGWKADT
SYESK

Phl p 1
MASSSSVLLVVALFAVFLGSAHGIPK VPPGPNITATYGDKWLDAKSTWYGKP
TAAGPKDNGGACGYKDVDKPPFSGMTGCGNTPIFKSGRGCGSCFEIKCTKPE
ACSGEPVVVHITDDNEEPIAA YHFDLSGIAFGSMAKKGDEQKLRSAGEVEIQF
RRVEKCKYPEGTKVTFHVEKGSNPNYLALLVKFSGDGDVVAVDIKEKGKDK
WIALKESWGAIWRIDTPEVLKGPFTVRY TTEGGTKARAKDVIPEGWKADTA
YESK

Phlp 2
MSMASSSSSSLLAMAVLAALFAGAWCVPREVTFTVEKGSNEKHLAVLVKYE
GDTMAEVELREHGSDEWVAMTKGEGGVWTFDSEEPLQGPFNFRFLTEKGM
KNVFDDVVPEKYTIGATYAPEE
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Phl p 5
ADLGYGGPATPAAPAEAAPAGKATTEEQKLIEKINDGFKAATLAAAAGVTPA
DEYKTFVATFGAASNKAFAEGLSAEPKGAAESSSKAALTSKLDAAYKLAYK
TAEGATPEAKYDAYVATLSEAL RIAGTLEVHAVEKPAAEEVKVIPAGELQVIE
KVDSAFKVAATAANAAPANDKFTVFEAAFNNAIKASTGGAYESYKFIPALEA
AVEQAYAATVATAPEVKYTVFETALKKAFTAMSEAQKAAKPATEATATAT
AAVGAATGAATAATGGYKY

Phl p 5
ADLGYGGPATPAAPAEAAPAGKATTEEQKLIEKINDGFKAALAAAAGVPPA
DKYKTFVATFGAASNKAFAEGLSAEPKGAAESSSKAALTSKLDAAYKLAYK
TAEGATPEAKYDAYVATLSEALRIIAGTLEVHAVKPAAEEVKVIPAGELQVIE
KVDSAFKVAATAANAAPANDKFTVFEAAFNNAIKASTGGAYESYKFIPALEA
AVKQAYAATVATAPEVKYTVFETALKKAITAMSEAQKAAKPATEATATAT
AAVGAATGAATAATGGYEKY

Phl p 5b

AAAAVPRRGIRGGPGRSYTADAGY APATPAAAGAAAGKATTEEQKLIEDIN
VGFKAAVAAAASVPAADKFKTFEAAFTSSSKAAAAKAPGLVPKLDAAYSVA
YKAAVGATPEAKFDSEFVASLTEALRVIAGALEVHAVKPVTEEPGMAKIPAGE
LQIIDKIDAAFKVAATAAATAPADDKFTVFEAAFNKAIKESTGGAYDTYKCIP
SLEAAVKQAYAATVAAAPQVKYAVFEAALTKAITAMSEVQKVSQPATGAA
TVAAGAATTAAGAASGAATVAAGGYKY

Phl p ba
ADLGYGPATPAAPAAGYTPATPAAPAGADAAGKATTEEQKLIEKINAGFKA
ALAGAGVQPADKYRTFVATFGPASNKAFAEGLSGEPKGAAESSSKAALTSK
LDAAYKLAYKTAEGATP EAKYDAWATLSEALRJIAGTLE\»’HAVKPAAEEV
KVIPAGELQVIEKVDAAFKVAATAANAAPANDKFTVFEAAFNDEIKASTGGA
YESYKFIPALEAAVKQAYAATVATAPEVKYTVFETALKKAITAMSEAQKAA
KPAAAATATATAAVGAATGAATAATGGYKY

Phl p 5
MAVQKYTVALFLAVALVAGPAASYAADAGYAPATPAAAGAEAGKATTEEQ
KLIEDINVGFKAAVAAAASVPAADKFKTFEAAFTSSSKAATAKAPGLYPKLD
AAYSVEYKAAVGATPEAKFDSFVASLTEALRVIAGALEVHAVKFVTEEPGM
AKIPAGELQUDKIDAAFKVAATAAATAPADTVFEAAFNKAIKESTGGAYDTY
KCIPSLEAAVKQAYAATVAAAPQVKYAVFEAALTKAITAMSEVQKVSQPAT
GAATVAAGAATTAAGAASGAATVAAGGYKY
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Phl p 5
MAVQRKYTVALFLAVALVAGPAASY AADAGYAPATPAAAGAEAGKATTEEQ
KLIEEDINVGFKAAVAAAASVPAADKFKTFEAAFTSSSKAATAKAPGLVPKLD
AAYSVAYKAAVGATPEAKFDSFVASLTEALRVIAGALEVHAVKPVTEDPAW
PKIPAGELQIDKIDAAFKVAATAAATAPADDKFTVFEAAFNKAIKESTGGAY
DTYKCIPSLEAAVKQAYAATVAAAPQVKYAVFEAALTKAITAMSEVQKVSQ
PATGAATVAAGAATTATGAASGAATVAAGCYKY

Phl p 5
ADAGYAPATPAAAGAEAGKATTEEQELIEDINVGFKAAVAAAASVPAADKF
KTFEAAFTSSSKAATAKAPGLVPKLDAAYSVAYKAAVGATPEAKFDSFVAS
LTEALRVIAGALEVHAVKPVTEEPGMAKIFPAGELQIIDKIDAAFKVAATAAAT
APADDKFIVEEAAFNKAIKESTGGAYDTYKCIPSLEAAVKQAYAATVAAAP
QVKYAVFEAALTKAITAMSEVQIKVSQPATGAATVAAGAATTAAGAASGAA
TVAAGGYKV

Phl p 5
SVERSNGSALVHRGAVPRRGPRGGPGRSYAADAGYAPATPAAAGAEAGKA
TTEEQKLIEDINYGFKAAVAAAASVPAADKFKTFEAAFTSSSKAATAKAPGL
VPKLDAAYSVAYKAAVGATPEAKFDSFVASLTEALRVIAGALEVHAVKPVT
EEPGMAKIPAGELQIDEIDAAFKVAATAAATAPADDKFTVFEAAFNKATKES
TGGAYDTYKCIPSLEAAVKQAYAATVAAAPQVKYAVFEAALTRKAITAMSEY
QEKVSQPATGAATVAAGAATTAAGAASGAATVAAGGYRY

Phl p 5
MAVHQYTVALFLAYALYAGPAGSYAADLGYGPATPAAPAAGY TPATPAAP
AGAEPAGKATTEEQKLIEKINAGFKAALAAAAGVPPADKYRTFVATFGAAS
NKAFAFEGLSGEPKGAAESSSKAALTSKILDAAYKLAYKTAEGATPEAKYDAY
VATVSEALRIAGTLEVHAVRKPAAEEVKVIPAGELQVIEKVDAAFKVAATAA
NAAPANDKTITVFEAAFNDAIKASTGGAYESYKFIPALEAAVKQAYAATVAT
APEVKYTVFETALKKAITAMSEAQKAAKPAAAATATATAAVGAATGAATA
ATGGYKV

Phl p 5
ADLGYGGPATPAAPAEAAPAGKATTEEQKIIEKINDGFKAAT. AAAAGVPPA
DKYKTFVATFGAASNKAFAEGLSAEPKGAALSSSKAALTSKLDAAYKLAYK
TAEGATPEAKYDAYVATLSEALRITAGTLEVHAVKPAAEEVKVIPAGELQVIE
KVDSAFKVAATAANAAPANDKFTVFEAAFNNAIKASTGGAYESYKFIPALEA
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AVKQAYAATVATAPEVKYTVFETALKKAFTAMSEAQKAAKPATEATATAT
AAVGAATGAATAATGGYKY

Phl p 5b

AAAAVPRRGPRGGPGRSYTADAGY APATPAAAGAAAGKATTEEQKLIEDIN
VGFKAAVAAAASVPAADKFKTFEAAFTSSSKAAAAKAPGLVPKLDAAYSVA
YKAAVGATPEAKFDSFVASLTEALRVIAGALEVHAVKPVTEEPGMAKIPAGE
LQIDKIDAAFKVAATAAATAPADDKFTVFEAAFNKAIKESTGGAYDTYKCIP
SLEAAVKQAYAATVAAAPQVKYAVFEAALTKAITAMSEVQKVSQPATGAA
TYAAGAATTAAGAASGAATVAAGGYKY

Phl p ba
ADLGYGPATPAAPAAGYTPATPAAPAGADAAGKATTEEQKLIEKINAGFK A
ALAGAGVQPADKYRTFVATFGPASNKAFAEGLSGEPKGAAESSSKAATTSK
LDAAYKLAYKTAEGATPEAKYDAYVATLSEALRIAGTLEVHAVKPAAEEV
KVIPAGELQVIEKVDAAFKVAATAANAAPANDKFTVFEAAFNDEIK ASTGGA

YESYKFIPALEAAVKQAYAATVATAPEVKYTVFETALKKAITAMSEAQKAA
KPAAAATATATAAVGAATGAATAATGGYKY

Phl p 5
AVPRRGPRGGPGRSYAADAGYAPATPAAAGAEAGKATTEEQKLIEDINYGF
KAAVAAAASVPAGDKFKTFEAAFTSSSKAATAKAPGLVPKIDAAYSVAYKA
AVGATPEAKFDSFVASLTEALRVIAGALEVHAVEPVTEEPGMARKIPAGELQII
DEIDAATKVAATAAATAPADDKFTVEFEAAFNKAIKESTGGAY DTYKCIPSLE
AAVKQAYAATVAAAPQVEYAVFEAALTKAITAMSEVQKVEQPATGAATVA
AGAATTATGAASGAATVAAGGYKY

Phl p 5b

MAVPRRGPRGGPGRSYTADAGYATATPAAAGAAAGKATTEEQKLIEDINVG
FKAAVAARQRPAADKFKTEEAASPRHPRPLROGAGLVPKLDAAYSVAYKAA
VGATPEAKFDSFVASLTEALRVIAGALEVHAVKPVTEEPGMAKIPAGELQID

KIDAAFKVAATAAATAPADDKFTVFEAAFNKAIKESTGGAYDTYKCIPSLEA

AVKQAYAATVAAAAEVKYAVFEAALTKAITAMSEVQKVSQPATGAATVAA
GAATTAAGAASGAATVAAGGYKY
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Phl p 5

MAVHQYTVALFLAVALVAGPAASY AADLGYGPATPAAPAAGYTPATPAAP
AFAAPAGKATTEEQKLIEKINAGFKAALAAAAGVQPADKYRTFVATFGAAS
NKAFAEGLSGEPKGAAESSSKAALTSKLDAAYKLAYKTAEGATPEAKYDAY
VATLSEALRIAGTLEVHAVKPAAEEVKVIPAGELQVIEKVDAAFKVAATAA
NAAPANDKFTVFEAAFNDAIKASTGGAYESYKFIPALEAAVKQAYAATVAT

APEVKYTVFETALKKAITAMSEAQKAAKPAAAATATATAAVGAATGAATA
ATGGYKV

Phl p 5

EAPAGKATTEEQKLIEKINAGFKAALARRLQPADKYRTFVATFGPASNKAFA
EGLSGEPKGAAESSSKAALTSKIDAAYKLAYKTAEGATPEAKYDAYVATLS
EALRITAGTLEVHAVKPAAEEVKVIPAAFLOQVIEKVDAAFKVAATAANAAPA

NDKFTVFEAAFNDEIKASTGGAYESYKFIPALEAAVKQAYAATVATAPEVKY
TVFETALKKAITAMSEAQKAAKPPPLPPPPQPPPLAATGAATAATGGYKY

Phl p 5

MAVHQYTVALFLAVALVAGPAASYAADLGY GPATPAAPAAGYTPATPAAP
AERAAPAGKATTEEQKLIEKINAGFKAALAAAAGVOPADKYRTFVATFGAAS
NKAFAEGLSGEPKGAAESSSKAALTSKLDAAYKLAYKTAEGATPEAKYDAY
VATLSLEAL RIAGTLEVHAVEKPAALEEVKVIPAGELQVIEKVDAAFKVAATAA
NAAPANDKFTVFEAAFNDAIKASTGGAYESYKFIPALEAAVKQAYAATVAT

APEVEYTVFETALKKAITAMSEAQKAAKPAAAATATATAAVGAATGAATA
ATGGYKV

Phl p 5b

MAVPRRGPRGGPGRSY TADAGYAPATPAAAGAAAGKATTEEQKLIEDINVG
FKAAVAARQRPAADKFKTFEAASPRHPRPLRQGACLVPKLDAAYSVAYKAA
VOATPEAKFDSFVASLTEALRVIAGALEVHAVKPVTEEPGMAKIPAGELQIID
KIDAAFKVAATAAATAPADDKFTVFEAAFNK ATKESTGGAYDTYKCIPSLEA
AVKQAYAATVAAAAEVKYAVFEAALTKAITAMSEVQEVSQPATGAATVAA
GAATTAAGAASGAATVAAGGYKV
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Phl p 5a
ADLGYGPATPAAPAAGYTPATPAAPAGADAAGKATTEEQKLIEKINAGFKA
ALAGAGVQPADKYRTFVATFGPASNKAFAEGLSGEPKGAALSSSKAALTSK
[LDAAYKLAYKTAEGATPEAKYDAYVATLSEALRIIAGTLEVHAVKPAAEEY
KVIPAGELQVIEKVDAAFKVAATAANAAPANDKFTVFEAAFNDEIKASTGGA
YESYKFIPALEAAVKQAYAATVATAPEVKYTVFETALKKAITAMSEAQKAA
KPPPLPPPPQFPPLAATGAATAATGGYKY

Phl p 5

MAVHQYIVALFLAVALVAGPAASY AADLGYGPATPAAPAAGYTPATPAAP
AEAAPAGKATTERQKLIEKINAGFKAALAAAAGVQPADKYRTFVATFGAAS
NKAFAEGLSGEPKGAAESSSKAALTSKLDAAYKLAYKTAEGATPEAKYDAY
VATLSCALRIIAGTEEVIIAVKPAAFEVKVIPAGELQVIEKVDAAFKVAATAA
NAAPANDKFTVFEAAFNDAIKASTGGAYESYKFIPALEAAVKQAYAATVAT
APEVKYTVYFETALKKAITAMSEAQKAAKPAAAATATATAAVUAATGAATA
ATGGYKY

Phl p 6
MAAHKIFMVAMFLAVAVVLGLATSPTAEGGKATTEEQKLIEDVNASFRAAM
ATTANVPPADKYKTFEAAFTVSSKRNLADAVSKAPQLVPKLDEVYNAAYNA
ADHAAPEDKYEAFVLHFSEALRIIAGTPEVHAVKPGA

Phl p 6
SKAPQLVPKLDEVYNAAYNAADHAAPEDKYEAFVLHFSEALHITAGTPEVHA
VKPGA

Phl p 6
ADKYKTFEAAFTVSSKRNLADAVSKAPQLVFKLDEVYNAAYNAADHAAPE
DRYEAFVLHFSEALHIIAGTPEVHAVKPGA

Phl p 6

TEEQKLIEDYNASFRAAMATTANVPPADKYKTLEAAFTVSSKRNLADAVSK
APQLVPKLDEVYNAAYNAADHAAPEDKYEAFVLHFSEALRIIAGTPEVHHAVK
PGA



EP 2 397 154/PT
54

Phl p 6
MAAHKFMVAMFLAVAVVLGLATSPTAEGCGKATTEEQKLIEDINASFRAAMA

TTANVPPADKYKTFEAAFTYSSKRNLADAVSKAPQLVPKLDEVYNAAYNAA
DHAAPEDKYEAFVLHFSEALHIIAGTPEVHAVKPGA

Phlp 6

MVAMFLAVAVVLGLATSPTAEGGRKATTEEQKLIEDVNASFRAAMATTANVP
PADKYKTFEAAFTVSSKRNLADAVSKAPQLYVPKLDEVYNAAYNAADHAAP
EDKYEAFVLHFSEALRIIAGTPEVHAVKPGA

Phl p 7
MADDMERIFKRFDTNGDGKISLSELTDALRTLGSTSADEYQRMMAEIDTDGD
GFIDFNEFISFCNANPGLMKDVAKVE

Phl p 11

MSWOTYVDEHLMCEIEGHHLASAAILGIDGTVWAQSADFPQFKPEEITGIM
KDFDEPGHLAPTGMFVAGAKYMVIQGEPGRVIRGKKGAGGITIKKTGQALV
VGIYDEPMTPGQCNMYVERLGDYLVEQGM

Sequéncias adicionais de Phleum (acesso ao Entrez do NCBI):

458878; 548863; 2529314; 2529308; 2415702; 2415700; 2415698;
542168; 542167; 626037; 542169; 541814; 542171; 253337; 253336;
453976; 439960.

Vespa (e relacionados)

Sequéncias de Vespula:

465054 ALERGENIO VES V 5
MEISGLVYLITVTIDLPYGKANNYCKIKCLKGGVHTACKYGSLKPNCGNKYV
VVSYGLTKQEKQDILKEHNDFRQKIARGLETRGNPGPQPPAKNMKNLY WND
ELAYVAQVWANQCQYGHDTCRDVAKYQVGQNVALTGSTAAKYDDPVKLY
KMWEDEVKDYNPKKKFSGNDFLKTGHY TQMVWANTKEVGCGSIKYIQEK
WHKHYLVCNYGPSGNFMNEELYQTK
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1709545 ALERGENIO VES M 1
GPKCPFNSDTVSIIETRENRNRDLYTLQTLQNHPEFKKK TITRPVVFITHGFTS
SASEKNFINLAKALVDKDNYMVISIDWQTAACTNEYPGLKYAYYPTAASNT
RLVGQYIATITQKLVKDYKISMANIRLIGHSLGAHVSGFAGKRVQELKLGKYS
EIGLDPARPSFDSNHCSERLCETDAEYVQIIHTSNYLGTEKILGTVDFYMNNG
KNNPGCGRFFSEVCSHTRAVIYMAECIKHECCLIGIPRSKSSQPISRCTKQECY
CVGLNAKKYPSRGSFYVPVESTAPFCNNKGKII

1352699 ALERGENIO VES V 1
MEENMNLKYLLLFVYFVQVLNCCYGHGDPLSYELDRGPKCPFNSDTVSHIET
RENRNRDLYTLQTLONHPEFKKK TITRPVVFITHGFTSSASETNFINLAKALVD
KDNYMVISIDWQTAACTNEAAGEK YLYYPTAARNTRLVGQYIATITQKLVK
ITYRISMANIRLIGHSLGAHASGFAGKKVQELKLGKYSEINIGLDPARPSFDSNH
CSERLCETDAEYVQITHTSNYLGTEKTLGTVDFYMNNGKNQPGCGRFFSEVC
SHSRAVIYMAECIKHECCLIGIPKSK SSQPISSCTKQECVCVGLNAKKYPSRGS
FYVPVESTAPFCNNKGKII

1346323 ALERGENIO VES V 2
SERPKRVFNTYWNVPTFMCHQYDLYFDEVINFNIKRNSKDDFQGDKIAIFYD
PGEFPALLSLKDGKYKKRNGGVPQEGNITIHLQKFIENLDKIYPNRNFSGIGVI
DFERWRPIFRQNWGNMKIHKNFSIDLYRNEHPTWNK KMIELEASKRFEKY A
RFFMEETLKLAKKTRKQADWGYYGYPYCFNMSPNNLVPECDVTAMHENDK
MSWLFNNQNVLLPSVYVRQELTPDQRIGLVQGRVKEAVRISNNLKHSPK VLS
YWWYVYQDETNTFLTETDYKK TFQEIVINGGDRGIITW GSSSDVNSLSKCKRL
QDYLLTVLGPIAINVTEAVN

549194 ALERGENIO VES VI
SKVNYCKIKCLKGGVHTACKYGTSTKPNCGKMVVKAYGLTEAEK QEILKVH
NDFRQKVAKGLETRGNPGPQPPAKNMNNLY WNDELANIAQVWASQCNYG
HDTCKDTEKYPVGQNIAKRSTTAALFDSPGKLVKMWENEVKDFNPNIEWSK
NNLKKTGHYTOMVWAKTKEIGCGSVKYVKDEWYTHYLVCNYGPSGNFRN
EKIYEKK

Sequéncias adicionais de Vespula (acesso ao Entrez do NCBI):

549193; 549192; 549191; 549190; 5491104; 117414; 126761; 69576;
625255; 6271104; 627188; 627187; 482382; 112561; 627186;
627185; 1923233; 1047645; 1047647; 745570; 225764; 162551.
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Sequéncias de alergénios de Arvores (principalmente

de

vidoeiro)

114922 Bet v 1
MGVFNYETETTSVIPAARLFKAFILDGDNLFPKVAPQATSSVENIEGNGGPGTI
KKISFPEGFPFKYVKDRVDEVDHTNFKYNY SYIEGGPIGDTLEKISNEIKIVAT

PDGGSILKISNKYHTKGDHEVKAEQVKASKEMGETLLRAVESYLLAHSDAY
N

130975 Bet v 2

M3SWQTYVDEHLMCDIDGQASNSLASATVGHDGSVWAQSSSFPQFKPQEITGI

MKDFEEPGIILAPTGLHLGGIKYMVIQGEAGAVIRGKK GSGGITIKK TGQALYV
FGIYEEPVTPGQCNMYVERLGDYLIDQGL

1168696 Bet v 3
MPCSTEAMEKAGHGHASTPRKRSLSNSSFRLRSESLNTLRLRRIFDIFDENSD
GITVDELSRALNLLGLETDLSELESTVKSFTREGNIGLQFEDFISLHQSINDSY
FAYGGEDEDDNEEDMRKSILSQEEADSFGGFKVFDEDGDGYISARELQMVL
GKLGFSEGSEIDRVEKMIV3VDSNRDGRYDFFEFKDMMRSVLVRSS

809536 Bet v 4

MADDHPQDKAERERIFKRFDANGDGKISAAELGEALKTLGSITPDEVKHMM
AEIDTDGDGFISFQEFTDFGRANRGLLKDVAKIF

543675 Que a I - Quercus alba = carvalhos (fragmento)

GVFTXESQETSVIAPAXLFKALFL

543509 Car b I - Carpinus betulus - carpa europeia (fragmento)

GVEFNYEAETPSVIPAARLFKSYVLDGDKLIPKVAPQAIXK

543491 Aln g I - Alnus glutinosa = amieiro (fragmento)

GVEFNYEAETPSVIPAARLFKAFILDGDKLLPKVAPEAVSSVENI

1204056 Rubisco

VQCMQVWPPLGLKKFETLSYLPPLSSEQLAKEVDYLLRKNLIPCLEFELEHGF
VYREHNRSPGYYDGRYWTMWKLPMFGCNDSSQVLKELEECKKAYPSAFIRI
IGFDDK
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Sequéncias adicionais de alergénios de &rvores (acesso ao Entrez
do NCBI) :

131919; 128193; 585564; 1942360; 2554672; 2392209; 2414158;
1321728; 1321726; 1321724; 1321722; 1321720; 1321718; 1321716;
1321714; 1321712; 3015520; 2935416; 464576; 1705843; 1168701;
1168710; 1168709; 1168708; 1168707; 1168706; 1168705; 1168704;
1168703; 1168702; 1842188; 2564228; 2564226; 2564224; 2564222;
2564220; 2051993; 18131041; 15368104; 534910; 534900; 5341048;
1340000; 1339998; 2149808; 66207; 2129477; 1076249; 1076247;
629480; 481805; 81443; 1361968; 1361967; 1361966; 1361965;
1361964; 1361963; 1361962; 1361961; 1361960; 1361959; 320546;
629483; 629482; 629481; 541804; 320545; 81444; 541814:; 629484;
474911; 452742; 1834387; 298737; 298736; 1584322; 1584321;
584320; 1542873; 1542871; 1542869; 1542867; 1542865; 1542863;
1542861; 1542859; 1542857; 1483232; 1483230; 1483228; 558561;
551640; 488605; 452746; 452744; 452740; 452738; 452736; 452734;
452732; 452730; 452728; 450885; 17938; 17927; 17925; 17921;
297538; 510951; 2104331; 2104329; 166953.

Amendoim

Sequéncias de amendoim

1168391 Ara h 1

MRGRVSPLMLLLGILVLASVSATHAKSSPYQKKTENPCAQRCLQSCQQEPDD
LKQKACESRCTKLEYDPRCYYDPRGHTGTTNQRSPPGERTRGRQPGDYDDD
RRQPRREEGGRWGPAGPREREREEDWRQPREDWRRPSHQQPRKIRFEGREG
EQEWGTPGSHVREETSRNNPFY FPSRRESTRYGNQNGRIRVLQRFDQRSRQF

QNLQNHRIVQIEAKPNTLVLPKHADADNILVIQQGQATVTVANGNNRKSFNL
DEGHALRIPSGFISYILNRHDNQNLR VAKISMPVNTPGQFEDFFPASSRDQSSY
LOGFSRNTLEAAFNAEFNEIRRVLLEENAGGEQEERGQRR WSTRSSENNEGVI
VK VSKEHVEELTKHAKSVSKKGSEEEGDITNPINLREGEPDLSNNFGKLFEVK
PDKKNPQLQDLDMMLTCVEIKEGALMLPHFNSKAMVIVVVNKGTGNLELY

AVRKEQQQRGRREEEEDEDEEEEGSNREVRRYTARLKEGDVFIMPAAHPVAI
NASSELILLGFGINAENNHRIFLAGDKDNVIDQIEKQAKDLAFPGSGEQVEKL
[KNQKESHFVSARPQSQSQSPSSPEKESPEKEDQEEENQGGK GPLLSILK AFN
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Ambrdsia
Sequéncias de ambrdsia

113478 Amb a 1

MGIKHCCYILYFTLALVTLLQP VRSAEDLQQILPSANETRSLTTCGTYNIIDGC
WRGKADWAENRKALADCAQGFAKGTIGGKDGDIYTVTSELDDDVANPKEG
TLREGAAQNRPLWIIFARDMVIRLDRELAINNDKTIDGRGAKVEHNAGFAIYN
VENIILINIMHDIVYNPGGLIKSHDGPT VPRKGSDGDAIGISGGSQIWIDHCSLS
KAVDGLIDAKHGSTHFTVSNCLFTQHQYLLLFWDFDERGMLCTVAINKFTD
NVDQRMPNLRHGFYQVVNNNYERWGSY ALGGSAGITILSQGNRFLASDIKK
EVVGRYGESAMSESINWNWRSYMDVFENGAIFVPSGVDPYLTPEQNAGMIP
AEPGEAVLRLTSSAGVLSCQPGAPC

113479 Amb a 2
MGIKHCCYILYFTLALVTLYVQAGRLGEEVDILPSPNDTRRSLQGCEAHNIIDK
CWRCKPDWAENRQALGNCAQGFGKATHGGKWGDIYMVTSDQDDDY VNP
KEGTLRFGATQDRPLWIIFQRDMIYLQQEMVVTSDKTIDGRGAKVELVYGGI
TLMNVKNVIHNIDIHDVRVLPGGRIKSNGGPAIPRHQSDGDAIHVTGSSDIW]
DHCTLSKSFDGLYDVNWGSTGVTISNCKFTHHEKAVLLGASDTHFQDLK MH
VTLAYNIFINTVHERMPRCRFGFFQIVNNFYDRWDKYAIGGSSNPTILSQGNK
FYAPDFIY KKNVCLR TGAQEPEWMTWNWRTONDVLENGAIFVASGSDPVLT
ABQNAGMMQAEPGDMVPQLTMNAGVLTCSPGAPC

113477 Amb a 1.3
MGIKQCCYILYFTLALVALLGPVRSAEGVGEILPSVNETRSLQACEALNIIDKC
WRGKADWENN RQALADCAQGFAKGTYGGKWGDVYTVTSNLDDDVANPK
EGTLRFAAAQNRPLWIFKNDMVINLNQELVVNSDKTIDGRGVK VEHNGGLT
LMNVKNINHNINIHDYVKVLFGGMIKSNDGPPILRQASDGDTINVAGSSQIWID
HCSLSKSFDGLVDVTLGSTHVTISNCKFTQQSKAILLGADDTHVQDKGMLAT
VAFNMFTDNVDQRMPRCRFGFFQVVNNNYDRWGTYAIGGSSAPTILCQGNR
FLAPDDQIKKNVLARTGTGAAESMAWNWRSDKDLLENGAIFVTSGSDPVLT
PVQSAGMIPAEPGEAAIKI TSSAGVFSCHPGAPC
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113476 Amb a 1.2
MGIKHCCYILYFTLALVTLLQPVRSAEDVEEFLPSANETRRSLKACEAHNIIDK
CWRCKADWANNRQALADCAQGFAKGTYGGKHGDVYTVTSDKDDDYVANP
KEGTLRFAAAQNRPLWIIFKRNMVIHLNQELVVNSDKTIDGRGVEVNIVNAG
LTLMNVENIHNINIHDIKVCPGGMIKSNDGPPILRQQSDGDAINV AGSSQIW]
DHCSLSKASDGLLDITLGSSHVTVSNCKFTQHQFVLLLGADDTHY QDKGML
ATVAFNMFIDHVDQRMPRCRFGFFQVVNNNYDRWGTYAIGGSSAFTILSQG
NRFFAPDDIKKNVLARTGTGNAESMSWNWRTDRDLLENGAIFLPSGSDPVL
TPEQKAGMIPAEPGEAVLRLTSSAGVLSCHQGAPC

113475 Amb a 1.1
MGIKHCCYILYFTLALVTLLQPVRSAEDLQEILPVNETRRLTTSGAYNIIDGCW
RGKADWAENRKALADCAQGFGKGTVGGKDGDIYTVTSELDDDVANPKEGT
LRFGAAQNRPLWIIFERDMVIRLDKEMVVYNSDKTIDGRGAKVEIINAGFTLNG
VENVIIHNINMHDVKVNPGGLIKSNDGPAAPRAGIDGDAISISGSSQIWIDHCS
LSKSVDGLVDAKLGTTRLTVSNSLFTQHQFVLLFGAGDENIEDRGMLATVAF
NTEFTDNVDQRMPRCRHGFIQVVNNNYDKWGSYAIGGSASPTILSQGNRFCA
PDERSKKNVLGRHGEAAAESMKWNWRTNKDVLENGAIFVASGVDPVLTPE
QSAGMIPAEPGESALSLTSSAGVLSCOQPGAPC

Sequéncias de cedro

493634 precursor de Cry Jj IB
MDSPCLYALLVESFVIGSCFSDNPIDSCWRGDSNWAQNRMKLADCAVGFGS
STMGGKGGDLYTVINSDDDPVNPPGTLRYGATRDRPLWIIFSGNMNIKLKM
PMYIAGYKTFDGRGAQVYIGNGGPCVFIKRVSNVIIHGLYLYGCSTSVLGNVL
INLESFGVEPVHAPQDGDALTIRTATNIWIDHNSFSNSSDGLYVDVTLTSTGVTISN
NLFFNHHKVMSLGHDDAYSDDKSMKVTVAFNQFGPNCGQGRMPRARYGLV
HVANNNYDPWTEY AIGGSSNPTILSEGNSFTAPNESYKKQVTIRIGCKTSSSCS
NWVWUSTQDVFYNGAY FVSSGKYEGGNIYTKKEAFNVENGNATPHLTONA
GVLTCSLSKRC
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493632 precursor de Cry J IA

MDSPCLVALLVLSFVIGSCFSDNPIDSCWRGDSNWAQNRMKLADCAVGFGS
STMGGKGGDLYTVTNSDDDPVNPAPGTLRYGATRDRPLWIHFSGNMNIKLK
MPMYTAGYKTFDGRGAQVYIGNGGPCVFIKRYSNVIIHGLHLYGCSTSVLGN
VLINESFGVEPVHPQDGDALTLRTATNIWIDHNSESNSSDGLVDVTLSSTGVTI
SNNLFFNHHKVMLLGHDDAYSDDKSMEVTVAFNQFGPNCGQRMPRARYGL
VHYANNNYDPWTIY AIGGESNPTILSEGNSFTAPNESYKKQVTIRIGCKTSS8C
SNWVWOQSTODVFYNGAYFVSSGKYEGGNTYTKKEAFNVENGNATPQL TKN
AGVLTCSLSKRC

1076242 precursor de Cry j II - cedro japonés
MAMKLIAPMAFLAMQLIMAAAEDQSAQGIMLDSVVEKYLRSNRSLRKVEHS
RHDAINIFNVEKYGAVGDGKHDCTEAFSTAWQAACKNPSAMLLVPGSKKEFY
VNNLFFNGPCQPHFTFKVDGIAAYQNPASWEKNNRIWLQFAKLTGFTEMGKG
VIDGQGKQWWAGQCKWVNGREICNDRDRPTAIKTFDESTGLIIQGLKLMNSPE
FHLVFGNCEGVKIIGISITAPRDSPNTDGIDIFASKNFHLOQKNTIGTGDDCVAIG
TGSSNIVIEDLICGPGHGISIGSLGRENSRAEVSYVHYNGAKFIDTONGLRIKT
WQGGSGMASHITY ENVEMINSENPILINQFY CTSASACQNQRSAVQIQDVTYK
NIRGTSATAAAIQLKCSDSMPCKDIKLSDISLKLTSGKIASCLNDNANGYFSGH
VIPACKNLSPSAKRKESKSHKHPK TVMVENMRAYDKGNRTRILLGSRPPNCT
NKCHGCSPCKAKLVIVHRIMPQEY YPQRWICSCHGKIYHP

1076241 proteina Cry j II - cedro japonés
MAMKFIAPMAFVAMQLIIMAAAEDQSAQIMLDSDIEQYLRSNRSLRKVEHSR
HDAINIFNVEKYGAVGDGKHDCTEAFSTAWQAACKKPSAMLLVPGNKKEY
VNNLFFNGPCQPHFTFKVDGIIAAYQNPASWRKNNRIWLQFAKLTGFTLMGKG
VIDGQGKQWWAGQCKWVNGREICNDRDRPTAIKFDFSTGLIIQGLKLMNSPE
FHLYFGNCEGVKIIGISITAPRDSPNTDGIDIFASKNFHLOKNTIGTGDDCVY ALG
TGSSNIVIEDLICGPGHGISIGSLGRENSRAEVSY VHVNGAKFIDTQNGLRIKT
WQGGSGMASHIIYENVEMINSENPILINQFY CTSASACQNQRSAVQIQDVTYK

NIRGTSATAAAIQLKCSDSMPCKDIKLSDISLKLTSGKIASCLNDNANGYFSGH
VIPACKNLSPSAKRKESKSHKHPKTVMVENMGAYDKGNRTRILLGSRPPNCT
NKCHGCSPCKAKLVIVHRIMPQEY YPQRWMCSRHGKIYHP
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541803 precursor de Cry j I - cedro japonés
MDSPCLYALLVLSFVIGSCFSDNPIDSCWRGDSNWAQNRMKLADCAVGFGS
STMGGKGGDLYTVTNSDDDPVNPPGTLRYGATRDRPLWIIFSGNMNIKLKM
PMYIAGYKTFDGRGAQVYIGNGGPCVFIKRVSNVIIHGLHLYGCSTSVLGNVL
INESFGVEPVHPODGDALTLRTATNIWIDHNSFSNSSDGLVDVTLSSTGVTISN
NLFFNHHKVMLLGHDDAYSDDKSMKVTVAFNQFGPNCGQRMPRARYGLV
HVANNNYDPWTIY AIGGSSNPTILSEGNSFTAPNES YKKQVTIRIGCKTSSSCS
NWVYWQSTQDVFYNGAYFVSSGKYEGGNIYTKKEAFNVENGNATPQLTKNA
GVLTCSLSKRC

541802 precursor de Cry j I - cedro japonés
MDSPCLVALLVESFVIGSCFSDNPIDSCWRGDSNWAQNRMELADCAVGFGS
STMGGKGGDLYTVTNSDDDPVNPAPGTLRY GATRDRPLWIFSGNMNIKLK
MPMYIAGYKTFDGRGAQVYIGNGGPCVFIKRVSNVIIHGLYLYGCSTSVLGN
VLINESFGVEPVHPQDGDALTLRTATNIWIDHNSFSNSSDGLVDVTLTSTGVTI
SNNLFFNHHEKVMSLGHDDAY SDDKSMEKVTVAFNQFGPNCGQRMPRARYGL
VYHYANNNYDPWTIY AIGGSSNPTILEEGNSFTAPNESYKKQVTIRIGCKTSSSC
SNWYWQSTQDVFYNGAYFVSSGKYEGONTY TKKEAFNVENGNATPHLTQN
AGVI.TCSISKRC

cao

Sequéncias Caninas:

Can £ 1
MKTLLLTIGFSLIATLQAQDTPAILGKDTVAVSGKWYLKAMTADQEVPEKPDS
VTPMILKAQKGGNLEAKITMLTNGQCONITVVI.HKTSEPGKYTAYEGQRVV

FIQPSPVRDHYILYCEGELIIGRQIRMAKLEGRDPEQSQEALEDFREFSRAKGL
NQEILELAQSETCSPGGQ

Fragmento de albumina sérica

EAYKSEIAHRYNDLGEEHFRGLVL
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Fragmento de albumina sérica
LSSAKERFKCASLOKFGDRAFKAWSVARLSQRFPKADFAEISKVVYTDLTKVH
KECCHGDLLECADDRADLAKYMCENQDSISTKLKECCDKPVLEKSQCLAEV
ERDEI PGDLPSLAADFVEDKEVCKNYQEAKDVFLGTFLYEYSRRHPEYSVSL
LLRLAKEYEAT LEKCCATDDPPTCYAKVLDEFKPLVDEPQNLVKINCELFEK
LGEYGHFQNALLVRYTKKAPQVSTPTLVVEVSRKLGKVGTRKCCKKPESERMS
CADDFLS

Can £ 2
MQILILLLTVGLALICGLQAQEGNHEEPQGGLEELSGRWHSVALASNKSDLIKP
WGHFRVFIHSMSAKDGNLHGDILIPQDGQCEKVSLTAFKTATSNKFDLEYWG
HNDLYLAEVDPKSYLILYMINQYNDDTSLYAHLMVRDLSRQQDFLPAFESVC
EDIGLHKDQIVVLSDDDRCQGSRD

Proteinas adicionais de alergénios de cdo (acesso ao Entrez do
NCBI) :

1731859

Cavalo

Sequéncias de Equus:

1575778 Equ cl
MELLLLCLGTII.VCAQQERNSDVARNFEDISKISGEWYSIFT ASDVKEKTERENG
SMRVIVDVIRALDNSSLYAEYQTKVNGECTEFPMVFDKTEEDGVYSLNYDG
YNVFRISEFENDEHIILYLVNFDKDRPFQLFEFY AREPDVSPEIKEEFVKIVQKR
GIVKENINDLYKIDRCFQLRGNGVAQA

3121755 Equ ¢ 2

SOXPQSETDYSQLSGEWNTIYGAASNIXK
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FEuroglyphus (&caro)

Sequéncias de Euroglyphus:

Eur m 1 (variante)
TYACSINSVSLPSELDLRSLRTVTPIRMQGGCGSCWAFSGVASTESAYLAYRN
MSLDLAEQELVDCASQNGCHGDTIPRGIEYIQRNGYVQEHYYPY VAREQSC
HRPNAQRYGLKNYCQISPPDSNKIRQALTQTHTAVAVIIGIKDENAFRHYDGR
TIMQHDNGYQPNYHAVNIVGYGNTQGVDYWIVRNSWDTTWGDNGYGYFA
ANINL

FEur m 1 (variante)
TYACSINSVSLPSELDLRSLRIVTPIRMQGGCGSCWAFSGVASTESAYLAYRN
MSLDLAEQELVDCASQNGCHGDTIPRGIEYIQONGVVQEHYYPYVAREQSC
HRPNAQRYGLKNYCQISPPDSNKIRQALTQTHTAVAVIIGIKDLNAFRHY DGR
TIMQHDNGYQPNYHAVNIVGYGNTQGVDYWIVRNSWDTTWGDNGYGYFA
ANINL

Eur m 1 (variante)
ETNACSINGNAPALTDLROQMRTVITIRMQGGCGSCWAFSGYAATESAYLAY
RNQSLDEAEQELVDCASQHGCHGDTIPRGIEYIQHNGVVQESY YRYVAREQS
CRRPNAQRFGISNYCQIYPPNANKIREALAQTHSAIAVIIGIKDLDAFRHY2GR
TIQRDNGYQPNYHAVNIVGY SNAQGVDYWIVRNSWDTNWGDNGY GYFAA

NIDIL

Eur m 1 (variante)
ETSACRINSYVNVPSELDLRSLRTVTPIRMQGGCGSCWAFSGVAATESAYLAY
RNTSLDLSEQELVDCASQHGCHGDTIPRGIEYIQQNGVVEERSYPYVAREQQ
CRRPNSQHYGISNYCQIYPPDVKQIREALTQTHTAIAVIIGIKDLRAFQHYDGR
TIQHDNGYQPNYHAVNIVGY GSTQGVDYWIVRNSWDTTWGDSGYGYFQA
GNNL
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Sequéncias de Poa (relva)

113562 ALERGENIO DO POLEN POA P 9
MAVQKYTVALFLVALVVGPAASYAADLSYGAPATPAAPAAGYTPAAPAGA
APKATTDEQKMIEKINVGFKAAVAAAGGVPAANK YKTFVATFGAASNKAFA
EALSTEPKGAAVDSSKAALTSKLDAAYKLAYKSAEGATPEAKYDDYVATLS
EALRIIAGTLEVIIGVKPAAEEVKATPAGELQVIDKYDAAFKVAATAANAAPA
NDKFTVFEAAFNDAIKASTGGAYQSYKFIPALEAAVKQSYAATVATAPAVK
YTVFETALKKAITAMSQAQKAAKPAAAATGTATAAVGAATGAATAAAGGY
KV

113561 POA P 9

MAVHQYTVALFLAVALVAGPAASY AADVGYGAPATLATPATPAAPAAGYT
PAAPAGAAPKATTDEQKLIEKINAGFKAAVAAAAGVPAVDKYKTFVATFGT
ASNKAFAEAISTEPKGAAAASSNAVLTSKLDAAYKLAYKSAEGATPEAKYD
AYVATLSEALRNNAGTLEVIIAVKFAGEEVKAIPAGELQVIDKVDAAFKVAAT

AANAAPANDKFTVFEAAFNDAIKASTGGAYQSYKFIPALEAAVEQSYAATV

ATAPAVKYTVFETALKKAITAMSQAQKAAKPAAAVTATATGAVGAATGAV
GAATGAATAAAGGYKTGAATPTAGGYKV

113560 POA P 9
MDKANGAYKTALKAASAVAPAEKFPVFQATFDKNLKEGLSGPDAVGFAKK
LDAFIQTSYLSTKAAEPKEKFDLFVLSLTEVLRFMAGAVKAPPASKFPAKPAP
KVAAYTPAAPAGAAPKATTDEQKLIEKINVGFKAAVAAAAGVPAASKYKTF
VATFGAASNKAFAEALSTEPKGAAVASSKAVLTSKLDAAYKLAYKSAEGAT
PEAKYDAYVATLSEALRIAGTLEVHGVKPAAEEVKAIPAGELOQVIDKVDAA
FKYAATAANAAPANDKFTYFEAAFNDAIKASTGGAYQSYKFIPALEAAVKQ
SYAATVATAPAVKYTVFETALKKAITAMSQAQKAAKPAAAVTGTATSAVG
AATGAATAAAGGYKYV
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Sequéncias de barata

2833325 Cr pl

MKTALVFAAVVAFVAARFPDHKDYKQLADKQFLAKQRDVLRLFHR VHQHN
ILNDQVEVGIPMTSKQTSATTVPPSGEAVHGVLQEGHARPRGEPFSVNYEKH
REQAIMLYDLLYFANDYDTFYKTACWARDRVNEGMFMY SFSIAVFHRDDM
QGVMLPPPYEVYPYLFVDHDVIHMAQKYWMKNAGSGEHHSHVIPVNFTLR
TQDHLLAYFTSDVNLNAFNTYYRYYYPSWYNTTLYGHNIDRRGEQFYYTYK
QIYARYFLERLSNDLPDVYPFYYSKPVKSAYNPNLRYHNGEEMPVRPSNMY
VTNFDLYYIADIKNY EKRVEDAIDFGY AFDEHMK PHSLYHDVHGMEYLADM
IEGNMDSPNFYFYGSIYHMYHSMIGHIVDPYHKMGLAPSLEHPETVLRDPVF
YQLWKRVDHLFQK YKNRLPR YTHDELAFEGVKVENVDVGKLYTYFEQYD
MSLDMAVYVNNVDQISNVDVQLAVRINHKPFTYNIEVSSDKAQDVYVAVE
LGPKYDYLGREYDLNDRRHYFVEMDRFPYHVGAGK TVIERNSHDSNITAPER
DSYRTFYKKVQEAYEGKSQYYVDKGHNYCGYPENLLIPKGKKGGQAYTFY
VIVTPYVKQDEHDFEPYNYKAFSYCGYGSERK YPDNKPLGYPFDRKIY SNDF
YTPNMYFKDVIIFHKKYDEVGVQGH

2231297 Cr p2
INEIHSIIGLPPFVPPSRRHARRGVGINGLIDDVIAILFVDELKALFQEKLETSPD
FKALYDAIRSPEFQSIISTL.NAMQRSEHHQNLRDKGVDVIHFIQLIRALFGLSR
AARNLQDDLNDFLHSLEPISPRHRHGLPRQFRRSARVSAYLHADDFHKIITTIE
ALPEFANFYNFLK EHGLDVVDYINGITSIIGLPPTVPPSRRIIARRGYGINGLIDD
VIAILPVDELKALFQEKLETSPDFKALYDAIRSPEFQSIISTLNAMPEY QELLOQN
LEDKGVYDVDHFIRVDQGTLRTLSSGQRNLQDDLNDFT ALIPTDQILAIAMDYL
ANDAEVQELVAYLQSDDFHKIITTIEALPEFANFYNFLKEHGLDY VDY INEIHS
[IGLPPFVPPSQRHARRGVGINGLIDDVIAILPVDELKALFQEKLETSPDFKALY

DAIDLRSSRA

1703445 Bla g 2

MIGLKLVTVLFAVATITHAAELQRVPLYKLVHVFINTQYAGITKIGNQNFLTV
FDSTSCNVVVASQECVGGACVCPNLQKYEKLKPKYISDGNVQVKFFDTGSA
VGRGIEDSLTISNLTTSQQDIVLADELSQEVCILSADVVVGIAAPGCPNALKGK
TVLENFVEENLIAPVFSIHHARFQDGEHFGEIIFGGSDWKYVDGEFTYVPLVG
DDSWKFRLDGVKIGDTTVAPAGTQAIIDTSKAIIVGPKAYVNPINEAIGCVVE
KTTTRRICKLDCSKIPSLPDVTFVINGRNFENISSQYYIQQNGNLCYSGFQPCGH
SDHFFIGDEFVDHY Y SEFNWENK1TMGFGRSVE

sV
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1705483 Bla g 4

AVLALCATDTLANEDCFRHESLYVPNLDYERFRGSWIIAAGTSEALTQYKCWI
DRIFSYDDALVSKYTDSQGENRTTIRGRTKFEGNKFTIDYNDKGRKAFSAPYSY
LATDYENY AIVEGCPAAANGHVIY VQIRFSVRRFHPKLGDKEMIQHYTLDQV
NQHKKAIEEDLKHFNLKYEDLHSTCH

2326190 Bla g 5

YKLTYCPVKALGEPIRFLLSYGEKDFEDYRFQEGDWPNLKPSMPFGRTPVLEI
DGKQTHQSVAISRYL.GKQFGLSGKDDWEN LEIDMWDTiSDFRAAIANYHYD
ADENSKQKEWDPLKKETIFYYTKKFDEVVKANGGY LAAGKLTWADFYFVA
1ILDY LNHMAKEDLVANQPNLKALREKVLGLPAIKAWVAKRPPTDL

Sequéncias adicionais de barata (numeros de acesso do NCBI) :

2580504; 1580797; 1580794; 1362590; 544619; 544618; 15315104;
1580792; 1166573; 1176397; 21047849.

Sequéncias de alergénios (genéricas):

Numeros de acesso do NCBI

2739154; 3719257; 3703107; 3687326; 3643813; 3087805; 1864024;
1493836; 1480457; 25910476; 25910474; 1575778; 763532; 746485;
163827; 163823; 3080761; 163825; 3608493; 3581965; 2253610;
2231297; 21047849; 3409499; 3409498; 3409497; 3409496; 3409495;
3409494; 3409493; 3409492; 3409491; 3409490; 34094104; 3409488;
3409487; 3409486; 3409485; 3409484; 3409483; 3409482; 3409481;
3409480; 3409479; 3409478; 3409477; 3409476; 3409475; 3409474;
3409473; 3409472; 3409471; 3409470; 3409469; 3409468; 3409467;
3409466; 3409465; 3409464; 3409463; 3409462; 3409461; 3409460;
3409459; 3409458; 3409457; 3409456; 3318885; 3396070; 3367732;
1916805; 3337403; 2851457; 2851456; 1351295; 549187; 136467;
1173367; 2499810; 2498582; 2498581; 1346478; 1171009; 126608;
114091; 2506771; 1706660; 1169665; 1169531; 232086; 4161048;
114922; 2497701; 1703232; 1703233; 1703233; 1703232; 3287877;
3122132; 3182907; 3121758; 3121756; 3121755; 3121746; 3121745;
3319925; 3319923; 3319921; 3319651; 33187104; 3318779; 3309647;
3309047; 3309045; 3309043; 3309041; 3309039; 3288200; 3288068;
2924494; 3256212; 3256210; 3243234; 3210053; 3210052; 3210051;
3210050; 3210049; 3210048; 3210047; 3210046; 3210045; 3210044;
3210043; 3210042; 3210041; 3210040; 3210039; 3210038; 3210037;
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3210036;
3210029;
3210022;
3210015;
3210008;
3210001;
2781014;
3183706;
1321733;
1321718;
3062791;
3004467;
3004465;
809536;

2498317;
2493446;
465053;

2832430;
1708296;
2498580;
1709542;
2507248;
1346806;
1171008;
1168708;
1168696;
1169290;
729315;

549190;

549181;

113478;

113561;

416612;

549186;

124757;

2735118;
2735104;
2154728;
2465129;
2051993;
2488683;
2464905;

3210035;
3210028;
3210021;
3210014;
3210007;
3210000;
1942360;
3152922;
1321731;
1321716;
2266625;
3005841;
2440053;
730091;
2498299;
2493445;
465052;
232084;
1708793;
2498579;
1709545;
11352240;
1346804;
1171005;
1168707;
1168391;
11610470
730050;
5491104;
549180;
113479;
113560;
416612;
137395;
129501;
2735116;
2735102;
1684720;
2465127;
1313972;
2488682;
2415702;

113477;
416610;

730036;
416636;

3210034;
3210027;
3210020;
3210013;
3210006;
3209999;
2554672;
3135503;
1321728;
1321714;
2266623;
3005839;
1805730;
585279;
2493414;
1513216
548671;
2500822;
416607;
2498578;

17105104;
1352239;

1346803;
1171004;
1168706;
1168390;

; 1168402;
730049;

549188;
549179;

416611;

2735114;
2735100;
2580504;
2564228;
1313970;
2488681;
2415700;

730048;

113476;

126387;

133174;
2801531;

67

3210033;
3210026;
3210019;
3210012;
3210005;
3201547;
2392209;
3135501;
1321726;
1321712;
2182106;
3004485;
2970629;
584968;
2498586;
;729944
548670;
2498118;
416608;
2498577;
1352699
1352237
1170095;
1171002;
1168705;
1168348;

549185;
464471;

730035;

2735112;
2735098;
2465137;
2564226;
1313968;
2488680;
2415698;

729764;
549194;

113475;
126386;

114090;

3210032;
3210025;
3210018;
3210011;
3210004;
2781152;
3114481;
3135499;
1321724;
3095075;
3044216;
3004473;
29591048;
2498195;
2498585;

;o 2498099

548660;
2498119;
416608;
2497750;

; 1346568;
; 1352229;

1168701;
1171001;
1168704;
1173075;

729320

549184;
585290;

127205;

2796177;
2735110;
2735096;
2465135;
2564224;
1313966;
2488679;
2398759;

549193;

130975;
126385;

131112;

3210031;
3210024;
3210017;
3210010;
3210003;
2392605;
3114480;
3135497;
1321722;
3062795;
2154736;
3004471;
2935527;
2833325;
2498576;

; 548449;

548658;
2498119;
416607;
1705483;
1346323;
1351935;
1352506;
1168710;
1168703;
1173074;

;o 729979;
549192;

549183;
416731;

1352238;

2796175;
2735108;
2707295;
2465133;
2564222;
2443824;
2488678;
2398757;

119656;
132270;

126949;

3210030;
3210023;
3210016;
3210009;
3210002;
2392604;
2981657;
2414158;
1321720;
3062793;
3021324;
3004469;
2935416;
2498604;
2497749;

465054;

548657;
2498118;
2499791;
1703445;
1346322;
1350779;
1171011;
1168709;
1168702;
1173071;

729970;

549191;

549182;
1169666;

113562;

416611;

125887;

129293;
2677826;
2735106;
2154730;
2465131;
2564220;
2488684;
2326190;
2353266;
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2338288; 1167836; 414703; 2276458; 1684718; 2293571; 1580797;
1580794; 2245508; 2245060; 1261972; 2190552; 1881574; 511953;
1532058; 1532056; 1532054; 1359436; 666007; 487661; 217308;
1731859; 217306; 217304; 1545803; 1514943; 577696; 516728;
506858; 493634; 493632; 2154734; 2154732; 543659; 1086046;
1086045; 2147643; 2147642; 1086003; 1086002; 1086001; 543675;
543623; 543509; 543491; 1364099; 2147108; 2147107; 1364001;
1085628; 631913; 631912; 631911; 2147092; 477301; 543482;
345521; 542131; 542130; 542129; 100636; 2146809; 480443;
2114497; 2144915; 72355; 71728; 319828; 1082946; 1082945;
1082944; 539716; 539715; 423193; 423192; 423191; 423190;
1079187; 627190; 6271104; 627188; 627187; 482382; 1362656;
627186; 627185; 627182; 482381; 85299; 85298; 2133756; 2133755;
1079186; 627181; 321044; 321043; 112559; 112558; 1362590;
2133564; 1085122; 10710471; 627144; 627143; 627142; 627141;
280576; 102835; 102834; 102833; 102832; 84703; 84702; 84700;
84699; 84698; 84696; 477888; 477505; 102575; 102572; 478272;
2130094; 629813; 629812; 542172; 542168; 542167; 481432;
320620; 280414; 626029; 542132; 320615; 320614; 100638; 100637;
100635; 82449; 320611; 320610; 280409; 320607; 320606; 539051;
539050; 539049; 539048; 322803; 280407; 100501; 100498; 100497;
100496; 1362137; 1362136; 1362135; 1362134; 1362133; 1362132;
1362131; 1362130; 1362129; 1362128; 100478; 21291041; 1076531;
1362049; 1076486; 2129817; 2129816; 2129815; 2129814; 2129813;
2129812; 2129805; 2129804; 2129802; 2129801; 2129800; 2129799;
479902; 479901; 2129477; 1076247; 629480; 1076242; 1076241;
541803; 541802; 280372; 280371; 1361968; 1361967; 1361966;
1361965; 1361964; 1361963; 1361962; 1361961; 1361960; 1361959;
320546; 2119763; 543622; 541804; 478825; 478824; 478823;
421788; 320545; 81444; 626037; 626028; 539056; 483123; 481398;
481397; 100733; 100732; 100639; 625532; 1083651; 322674;
322673; 81719; 81718; 2118430; 2118429; 2118428; 2118427;
419801; 419800; 419799; 419798; 282991; 100691; 322995; 322994;
101824; 626077; 414553; 398830; 1311457; 1916292; 1911819;
1911818; 1911659; 1911582; 467629; 467627; 467619; 467617;
915347; 1871507; 1322185; 1322183; 1047645; 1047647; 1850544;
1850542; 1850540; 2810417; 452742; 1842045; 1839305; 1836011;
1836010; 1829900; 18291049; 18291048; 18291047; 18291046;
18291045; 18291044; 1825459; 18010487; 159653; 1773369;
1769849; 1769847; 608690; 1040877; 1040875; 1438761; 1311513;
1311512; 1311511; 1311510; 1311509; 13116104; 1246120; 1246119;
1246118; 1246117; 1246116; 1478293; 1478292; 1311642; 1174278;
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1174276; 1086972; 1086974; 1086976; 1086978; 1086978; 1086976;
1086974; 1086972; 999009; 999356; 999355; 994866; 994865;
913758; 913757; 913756; 913285; 913283; 926885; 807138; 632782;
601807; 546852; 633938; 544619; 544618; 453094; 451275; 451274;
407610; 407609; 404371; 409328; 299551; 299550; 264742; 261407;
255657; 250902; 250525; 1613674; 1613673; 1613672; 1613671;
1613670; 1613304; 1613303; 1613302; 1613240; 1613239; 1613238;
1612181; 1612180; 1612179; 1612178; 1612177; 1612176; 1612175;
1612174; 1612173; 1612172; 1612171; 1612170; 1612169; 1612168;
1612167; 1612166; 1612165; 1612164; 1612163; 1612162; 1612161;
1612160; 1612159; 1612158; 1612157; 1612156; 1612155; 1612154;
1612153; 1612152; 1612151; 1612150; 1612149; 1612148; 1612147;
1612146; 1612145; 1612144; 1612143; 1612142; 1612141; 1612140;
1612139; 1093120; 447712; 447711; 447710; 1587177; 158542;
1582223;  1582222; 15315104; 1580792; 886215; 15451047;
15451045; 15451043; 15451041; 15458104; 1545887; 1545885;
1545883; 1545881; 1545879; 1545877; 1545875; 166486; 1498496;
1460058; 972513; 1009442; 1009440; 1009438; 1009436; 1009434;
7413; 1421808; 551228; 452606; 32905; 1377859; 1364213;
1364212; 395407; 22690; 22688; 22686; 22684; 488605; 17680;
1052817; 1008445; 1008443; 992612; 706811; 886683; 747852;
939932; 19003; 1247377; 1247375; 1247373; 862307; 312284;
999462; 999460; 999458; 587450; 763064; 886209; 1176397;
1173557; 902012; 997915; 997914; 997913; 997912; 997911;
997910; 99790; 997908; 997907; 997906; 997905; 997904; 997903;
997902; 997901; 997900; 9971049; 9971048; 9971047; 9971046;
9971045; 9971044; 9971043; 9971042; 910984; 910983; 910982;
910981; 511604; 169631; 169629; 169627; 168316; 168314; 607633;
555616; 293902; 485371; 455288; 166447; 166445; 166443; 166435;
162551; 160780; 552080; 156719; 156715; 515957; 515956; 515955;
515954; 515953; 459163; 166953; 386678; 169865.

Os alergénios/antigénios particularmente preferidos
incluem: proteina de pelo de gato Fel dl; proteinas dos &caros
do pd doméstico Der P1l, Der P2 e Der P7; proteina de ambrdsia
amb a 1.1, a 1.2, a 1.3 ou a 1.4; proteinas de azevém lol pl e
1ol p5; proteinas da fléolo phl pl e phl p5; proteina da relva
das Bermudas Cyn d 5; proteinas alternativas de Alternaria
Alt al, Alt a 2 e Enolase (Alta 6); proteina do vidoeiro Bet vl
e P14; proteinas da barata alemd Bla g 1, Bla g 2, Bla g 3, Bla
g 4, Bla g 5 e Bla g 6; proteina da artemisia Art v 1; proteina
do cardo—-da-Russia Sal k 1 e Sal k 2; amendoim Ara hl, Ara h2,
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Ara h3, Ara h4, Ara hb5, Ara h6, proteinas de transferéncia de
lipidos ou profilinas de plantas ou um antigénio leucocitario
humano.

Métodos de entrega

Uma vez formuladas, as composicdes da invencdo podem ser
entregues a um individuo in vivo usando uma variedade de vias
e técnicas conhecidas. Por exemplo, uma composicdo pode ser
proporcionada sob a forma de uma solugdo, suspensao ou emulsao
injetdveis e ser administrada ©por injecdo parentérica,
subcutéanea, epidérmica, intradérmica, intramuscular, intra-
arterial, intraperitoneal, intravenosa, usando uma agulha e
seringa convencionais ou usando um sistema de injecdao de jacto
liguido. As composicgbes também podem ser administradas
topicamente na pele ou tecido mucoso, tal como por via nasal,
intratraqueal, intestinal, retal ou vaginal, ou proporcionadas
sob a forma de um spray finamente dividido adequado para
administragdo respiratdéria ou pulmonar. Outros modos de
administracdo incluem a administracdo oral, supositérios,
administracdo sublingual e técnicas de entrega transdérmica
ativa ou passiva.

Quando se pretende administrar um péptido da invencéao,
prefere-se administrar o péptido num local no corpo onde este
terd a possibilidade de entrar em contacto com células
apresentadoras de antigénio adequadas, e onde tenha a
oportunidade de entrar em contactar com células T do individuo.
Quando se pretende administrar uma APC, prefere-se administrar
a APC num local do corpo onde esta terd a possibilidade de
entrar em contacto e ativar as células T adequados do individuo.

Regimes de entrega

A administracdo dos péptidos/polinucledétidos/células (como
a composicdo que contém uma pluralidade de péptidos) pode ser
através de qualquer método adequado, conforme descrito acima.
As quantidades adequadas do péptido podem ser determinadas
empiricamente, mas tipicamente estdo na gama indicada adiante.
Uma Unica administracdo de cada péptido pode ser suficiente
para ter um efeito benéfico para o paciente, mas deve ser
considerado que poderd ser benéfico se o péptido for
administrado mais do que uma vez, caso em gue 0Ss regimes de
administragdo tipicos podem ser, por exemplo, uma ou duas vezes
por semana durante 2-4 semanas a cada 6 meses Ou uma vezZ pPor
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dia durante uma semana a cada quatro a seis meses. Notar—-se-é&
que cada péptido ou polinucledtido, ou combinacgdo de péptidos
e/ou de polinucledtidos, pode ser administrado a um paciente
individualmente ou em combinacéo.

As dosagens para administracgdo dependerédo de varios fatores
incluindo a natureza da composicdo, a via de administracdo e o
esquema e o hordrio do regime de administracgdo. As doses
adequadas de uma molécula aqui descrita podem ser da ordem de

até 15 g, até 20 ge 2ab g, até 30 g, até 50 g, até 100
g, até 500 g ou mais, por administracdo. As doses adequadas
podem ser inferiores a 15 g, mas pelo menos 1 ng, ou pelo menos

2 ng ou pelo menos 5 ng ou pelo menos 50 ng ou pelo menos 100

ng ou pelo menos 500 ng ou pelo menos 1 g ou pelo menos 10 g.
Para algumas moléculas aqui descritas, a dose utilizada pode
ser superior, por exemplo, até 1 mg, até 2 mg, até 3 mg, até 4

mg, até 5 mg ou superior. Estas doses podem ser proporcionadas
numa formulagcdo liguida, numa concentracdo adegquada para
permitir um volume apropriado para administracdo pela via
selecionada.

Kits

A presente divulgagdo também se refere a uma combinacédo de
componentes aqui descritos adequados para utilizacdo num
tratamento da invencdo que estdo embalados sob a forma de um
kit num recipiente. Estes kits podem compreender uma série de
componentes para permitir um tratamento da invencao. Por
exemplo, um kit pode compreender um ou mais diferentes péptidos,
polinucledétidos e/ou células aqui descritos, ou um ou mais
péptidos, polinucledtidos ou células aqui descritos e um ou
mais agentes terapéuticos adicionais adequados para
administracgcdo simultédnea, ou para administracdo sequencial ou
separada. O kit pode conter opcionalmente outro(s) reagente(s)

adequado (s), ou instrucdes ou similares.

A invencdo é ilustrada pelos exemplos que se seguem.

Exemplo 1
Pesquisa da ligacdo ao MHC de Classe II
0O objetivo deste estudo é identificar um painel distinto

de péptidos com fortes afinidades para com os sete aldtipos
mais comuns do MHC de Classe II humano HLA-DRB 1* (abrangendo
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no total cerca de 63% dos aldétipos encontrados na populacéao
caucasiana média). Para identificar péptidos de ligag&o nos
alergénios dos &caros do pd doméstico (HDM), Der p 1, Der p 2
e Der p 7, foram realizados ensaios de ligacdo in vitro com um
subconjunto de ©péptidos dessas proteinas alergénicas. Os
péptidos a testar nos ensaios de ligacdo foram inicialmente
identificados através de uma abordagem in silico conhecida como
"oeptide threading" (realizada por Biovation, Ltd., Aberdeen,
Escdécia, RU). Trata-se de uma andlise biocinformatica de péptidos
consecutivos de uma sequéncia quanto ao potencial para serem
acomodados dentro da fenda de ligacdo de moléculas de HLA-DR do
MHC de classe II. Este subconjunto de péptidos foi pré-rastreado
quanto a solubilidade num meio aquoso e adcido e foi selecionado
um painel final de 44 péptidos para teste num ensaio de ligacédo
ao MHC de classe II, in vitro.

Métodos

O ensaio empregue é um ensaio de ligacdo competitiva ao
MHC de classe II, onde cada péptido é analisado quanto a sua
capacidade de deslocar um ligante de controlo conhecido de cada
um dos aldétipos do MHC de classe II humanos investigados. Os
aldétipos e os péptidos de controlo utilizados neste estudo séo

mostrados na Tabela 2:

Tabela 2. Péptidos de Controlo utilizados nos ensaios de ligacéo
in vitro

Aldtipo Péptido de controlo Sequéncia

DRB1*0101|Hemaglutinina de Influenza 307-319 PKYVKQONTLKLAT

DRB1*0301|Myco. tuberculosis/leprae hsp 65 2-16 AKTIAYDEEARRGLE

DRB1*0401|Hemaglutinina de Influenza 307-319 PKYVKQONTLKLAT
DRB1*0701|Hemaglutinina de Influenza 307-319 PKYVKQONTLKLAT
DRB1*1101|Hemaglutinina de Influenza 307-319 PKYVKQNTLKLAT
DRB1*1301|HLA-DQB1*0603 21-36 TERVRLVTRHIYNREE

DRB1*1501|Proteina basica de mielina humana 85-99|ENPVVHFFKNIVTPR

DQB1*0602|Insulina Humana B 1-15 FVNQHLCGSHLVEAL

Cada um dos 44 péptidos de HDM (gque sd&o mostrados nas
Tabelas 3A e 3B) foram analisados no ensaio de competicdo e
rastreados quanto a ligacdo relativa comparativamente com o
péptido de controlo. Devido a natureza do ensaio competitivo,
os dados para cada péptido sdo representados como uma razao
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entre a sua prdpria ICso € a do péptido de controlo. Assim, um
péptido que tem um valor de ICso que tem paridade com o péptido
de controlo tem uma afinidade de ligacdo idéntica, enquanto
péptidos com uma razdo inferior a um tém uma afinidade mais
elevada e aqueles com uma razao maior gque um tém uma afinidade
mais baixa.

Resultados

A solubilidade em solucdéo aquosa € um critério essencial
para um péptido ser um agente terapéutico eficaz. Assim, em
consequéncia do rastreio a solubilidade, eliminaremos péptidos
muito hidrdéfobos com uma alta frequéncia de grandes residuos de
aminodcido hidréfobos em multiplos registos de ligacgdo. Esta é
uma caracteristica de ligantes promiscuos HLA-DRB1*. Os dados
dos ensaios de ligacéo sao mostrados na Tabela 3B. A ligacéo
relativa de cada péptido é mostrada para cada um dos aldtipos
no estudo. Os dados mostram que 24 dos 44 péptidos testados se
ligam a um ou mais dos aldétipos do MHC de classe II. E observada
uma gama de reagdes cruzadas com 5 péptidos a ligar—-se apenas
a um aldétipo, 8 péptidos a ligar—-se a dois, 9 péptidos a ligar-
se a trés e dois péptidos a ligar-se a quatro aldtipos
diferentes do MHC de classe II (vermelho). E também esperado
que tais péptidos tenham a capacidade de ligar aldtipos
similares que nédo foram testados através da homologia das
estruturas do MHC. 1Isto pode ser observado na reatividade
cruzada de péptidos para DRB1 *0101, *0401, *0701 e *1101 em
vadrios casos aqui. E também mostrado o estado de solubilidade
do péptido nas maiores concentracgdes na solugcdo aquosa do ensaio
de ligagdo. O valor ilustra a mais baixa concentracdo a qual é
observado um precipitado branco insoluvel. Parece ndo existir
qualgquer efeito inespecifico significativo da formagdo do
precipitado nos ensaios. Varios péptidos qgue precipitam em
concentracdes elevadas também se ligam ao MHC de classe I1;
contudo, varios demonstram também auséncia de capacidade para
competir com os péptidos de controlo. E expectédvel que péptidos
passiveis de formar ©precipitados possam exibir elevada
afinidade e 1ligacdo promiscua devido a presenca de muitos
residuos hidréfobos.

A % de pureza dos péptidos estd indicada na Tabela 3A. Esta
é significativa porque foil observado que as purezas variavam de
60-90%. Isto terd um efeito considerdvel na capacidade de um
péptido para competir se este for relativamente impuro. Por
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exemplo, o HDM23A e o HDM32 apresentam baixa afinidade de
ligacgdo; contudo, eles tém uma pureza reduzida (66,7% e 68,7%,
respetivamente) comparativamente com outros péptidos de HDM.
Portanto, se a pureza for tomada em consideracdo, eles podem
ter, de facto, uma afinidade equivalente a um péptido de maior
pureza.

Pode ser observado que alguns aldtipos do MHC de classe II
se ligam a mais péptidos do que outros; 1isto & expectével
provavelmente porque existe uma variabilidade entre as posicgdes
das bolsas nas diferentes fendas de ligacdo do MHC de classe
II. No entanto existem também vAarias diferencas Dbem
caracterizadas entre as afinidades dos varios péptidos de
controlo. Claramente, um péptido de controlo com alta afinidade
serd mais dificil de deslocar pelo péptido de HDM competidor,
resultando na identificacdo de menos péptidos de ligacédo. Isto
pode ser ilustrado pelos dados aqui apresentados. Por exemplo,
o péptido de controlo, hemaglutinina de Influenza 307-319, tem
uma afinidade wvaridvel consocante o aldétipo, onde DRB1*0101 >
*0401 > *0701 > *1101. Isto reflete-se no numero de ligantes a
cada um dos aldétipos, onde DRB1*0101 tem o numero mais baixo de
ligantes (5) e DRB1*1101 tem o mais alto (14). Além disso, o
ensaio de ligacé&o para DRB1*1501 é muito rigoroso devido a alta
afinidade de Proteina bésica de mielina 85-99 para com este
aldétipo. No rastreio de elevado rigor, o péptido Fel d 1
EQVAQYKALPVVLENA, que foi testado num estudo anterior, originou
uma razdo de 0,97 indicando que com este nivel de rigor podem
ser identificados ligantes de alta afinidade.

Adicionalmente, para identificar ligantes de menor
afinidade, o ensaio foi também realizado sob condicg¢des menos
rigorosas. Todos os péptidos de ligacdo a Der p mostraram ter
uma razao elevada quando testados contra este aldétipo, mostrando
que eram ligantes de baixa afinidade comparativamente com o0
péptido de controlo. O ensaio de ligacdo DQA1*0102/DQB1*0602
utiliza um péptido da cadeia B de insulina humana que tem menor
afinidade comparativamente com os utilizados nos ensaios de DR.
Isto estipula que o ensaio de DQ é muito sensivel e tende a
produzir valores de razdes muito baixos para os ligantes mais
fortes a este aldétipo do MHC de classe II. Esta sensibilidade
também explica o nuUmero relativamente elevado de péptidos de
ligagdo DQ no painel selecionado. Finalmente, numa anadlise mais
detalhada, verificou-se que os péptidos identificados como
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ligantes para a superfamilia de DRB1*0101, *0401, *0701,
incorporam um motivo que é caracteristico de ligantes promiscuos
a esta familia de aldétipos onde: P1 =Y, F, W, L, I, V ou M
(residuos hidrdéfobos ou arométicos grandes), P6 =S, T, C, A,
P, V, I, M (residuos pequenos, nao carregados). Dos 16 péptidos
(e.g. HDM 21B RGKPFQLEAVFEANQNT) identificados como ligantes a
todos ou a uma combinacdo destes 3 aldtipos, 14 (87,5%) contém
este motivo, 0 que sugere que estes sdo ligantes promiscuos com
uma gama de afinidades para com os aldtipos 1-4-7.

Conclusdes

Mostrou-se que uma gama de péptidos tém a capacidade de
ligar os aldétipos do MHC de classe II testados e podem ser
testados quanto a sua capacidade de estimular a proliferacado in
vitro de células T CD4+ e de estimular a secrecgdo de citdguinas
por células T.

Tabela 3A
Péptido | Sequéncia |Residuos na| % de Teste de Precipitacgéo
progenitora| pureza | solubilidade | no ensaio
HDMO1 II{DLRQMRTVTPI 112-124 79,2 SIM Nenhuma
HDMO 2 ETVTPIRMQGGC 118-130 79,6 SIM Nenhuma
HDM03C RNGSLDLAEQEL 149-167 60,1 SIM Nenhuma
VDCASQH
HDMO05 EYIQHNGWQES 179-191 77,5 SIM Nenhuma
HDMO 6 SWAREQSCRRP 193-205 79,7 SIM Nenhuma
HDMO07 gN‘"’“KIREMQ 220-232 88,6 SIM Nenhuma
HDMO038 ﬁKIREALADTHS 223-235 87,6 SIM Nenhuma
Fi
HDMO 9A {;?W\QTHSMA 226-239 69,6 SIM 1000uM
(2,9mg/ml)
HDM11 éGIKDLDAFREY 240-252 77,6 SIM Nenhuma
HDM12 TmLDP-FRHYDGR 243-255 72,9 SIM Nenhuma
HDM1 3 gIIQRDNGYQP 254-267 70,7 NAO Nenhuma
HDM16A ggS"‘DTWGDNG 287-300 70,00 SIM Nenhuma
HDM17 gigVPSELDLR 105-120 74,5 SIM Nenhuma
HDM19 ?E;DMCWE 18-32 81,4 SIM Nenhuma
HDM20 }C\ZIHRGKPFQLE 44-56 77,4 SIM Nenhuma
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Péptido | Sequéncia |Residuos na| % de Teste de Precipitacgéao
progenitora| pureza | solubilidade | no ensaio
HDM21 g;gQLEWFEAN 50-64 88,7 SIM 2001M
(0, 3mg/ml )
HDM21A gggwmmﬂ 50-65 90,10 SIM 5000uM
(9, 3mg/ml )
HDM21B | RGKPFOLEAVIE 48-64 82,60 SIM 1000uM
MHNCNT
(1,98mg/ml)
HDM22A ﬁiVFEM’QNTKT 55-68 90, 30 SIM Nenhuma
HDM23A | DSLEVDVPGIDP 76-88 66,7 SIM Nenhuma
MACH
HDM2 6A ig\;ﬂ@@m 131-145 1000uM
(1, 5mg/ml)
HDM2 7 QKIEIKASLDGL 67-79 65,9 SIM 1000uM
(1,4mg/ml)
HDM28 TSfAVDEA‘v’MIEK 31-43 86, 8 SIM 1000uM
(1, 3mg/ml)
HDM29 ETFDPMKVPDHS 44-56 84,7 SIM Nenhuma
HDM2 9A EEFDPMKVPDHS 44-57 91,7 SIM Nenhuma
HDM2 9B gggTFDPMWPD 42-56 92,5 SIM 1000uM
(1,7mg/ml)
HDM30 EKFERHIGHDL 56-68 81, 4 SIM 5000uM
(7,9mg/ml)
HDM31 ;;IZDLKGELD“ 62-75 1000uM
(1,8mg/ml)
HDM31A EllngIDLKGELD 61-75 66, 40 SIM 1000uM
(1, 7mg/ml)
HDM32 ;DLKGELD“RNI 65-77 68,7 SIM 5000uM
(7, 7mg/ml)
HDM32A ég'EKGELDMRNI 65-79 85,20 SIM 5000uM
(9,0mg/ml)
HDM33 EDMIQVRGLK 71-83 70,3 SIM Nenhuma
HDM34 géQ‘-’RGLKQMK 74-88 74,7 SIM Nenhuma
HDM35 EGLKQMKRVGBA 79-91 84,00 SIM Nenhuma
HDM36 g“"GDMSED 85-97 82,9 SIM Nenhuma
HDM37 f{WKSEDGWKA 90-102 76,5 SIM Nenhuma
HDM39 EDWSMEYDLAY 109-121 84,9 NAO* Nenhuma
HDM39A ;IDKEWSMEYDLA 108-121 80,9 SIM 1000uM

(1,8mg/ml)
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Péptido | Sequéncia |Residuos na| % de Teste de Precipitacgéao
progenitora| pureza | solubilidade no ensaio
HDM40A ggﬂEYDLAYKLG 112-124 66,9 SIM 1000uM
(1,8mg/ml)
HDM4 8 gﬁIFQDTVRﬂEN 187-200 79,1 SIM 1000uM
(1, 6mg/ml)
HDM4 9 I;T"MMTW 192-204 69,5 SIM Nenhuma
HDM50 ngAFKKELE 200-212 90, 8 SIM Nenhuma
HDM51 ‘;DFKGELAMRNI 65-77 79,8 SIM 1000uM
(1, 5mg/ml)
HDM51A E';KGEWRNI 65-79 82,1 SIM Nenhuma
Tabela 3B
pPéptido|DRB1*0101 [ DRB1*0301|DRB1*0401| DRB 1*0701 |DRB1*1101| DRB1*1301 |DRB1*1501 | DQA1*0102
DQB1*0602
HDMO1 19,23 16
HDMO2 80 0,03
HDMO 3C 0,16
HDMO5
HDMO6 30, 36 0,86
HDMO7
HDMO8
HDMO 9A 0,49 21,15 200
HDM11
HDM12
HDM1 3
HDM1 6A
HDM17
HDM19
HDM20 1,1 28 242,11 2,37
HDM21 92 11,15 11,73
HDM21A 200 52,17 10,27
HDM21B 13,5 0,78 4,1
HDM22A 328,6 80
HDM2 3A 347 0,76
HDM2 6A 42,3 16,28 0,61
HDM27
HDM28
HDM29
HDM2 9A
HDM2 9B
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Péptido|DRB1*0101 |DRB1*0301|DRB1*0401| DRB 1*0701 |DRB1*1101| DRB1*1301 |DRB1*1501| DQA1*0102
DOB1*0602

HDM30 6,2

HDM31

HDM31A

HDM32A

HDM33 46,51 41,5 263,16

HDM34 3,38 3,7 769,23

HDM35 1,26

HDM36

HDM37

HDM39

HDM39A 76,19 0,71 0,1

HDM40A 2,29 6

HDM48 211, 26 15,71 13,57

HDM49 671,43 1,7
HDM50

HDM51 20,93 30,91

Exemplo 2
Pesquisa de homologia

As sequéncias de cada um dos 24 péptidos acima
identificados como de ligagcdao ao MHC de <classe II foram
utilizadas para sondar a sequéncia da proteina alternativa no
grupo dos alergénios dos &caros do pd do qual a sequéncia
progenitora deriva. Por exemplo, o péptido HDMO1l na Tabela 3A
é de Der p 1, portanto a sequéncia de HDMO1l foi utilizada para
sondar uma sequéncia homdéloga em Der f 1. A mesma pratica foi
aplicada para todos os 24 péptidos acima identificados. Os
péptidos identificados no Exemplo 1 e no Exemplo 2 s&o mostrados
nas Tabelas 4 a 6.

Tabela 4
Péptido na Molécula Sequéncia Residuos na [SEQ ID
Tabela 3A/B |progenitora progenitora |NO:
HDMO1 Der p 1 IDLROMRTVTPIR 112-124 1

Der £ 1 LDLRSLRTVTPIR 113-125 25
HDMO 2 Der p 1 RTVTPIRMOGGCG 118-130 2

Der £ 1 RTVTPIRMQGGCG 119-131 26
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Péptido na Molécula Sequéncia Residuos na [SEQ ID
Tabela 3A/B |progenitora progenitora |NO:
HDMO3C Der p 1 RNOSLDLAEQELVDCASQH 149-167 3
Der £ 1 RNTSLDLSEQELVDCASQH 150-168 27
HDMO 6 Der p 1 RYVAREQSCRRPN 193-205
Der £ 1 PYVAREQRCRRPN 194-206 28
HDMQO9A Der p 1 REALAQTHSATAVI 226-239
Der £ 1 REALTQTHTAIAVI 227-240 29
Tabela 5
Péptido na Molécula Sequéncia Residuos na |[SEQ ID
Tabela 3A/B |progenitora progenitora [NO:
HDM19 Der p 2 DOQVDVKDCANHEIKK 18-32 6
Der £ 2 DQVDVKDCANNETIKK 18-32 30
HDM20 Der p 2 CIIHRGKPFQLEA 44-56 7
Der f 2 CITHRGKPFTLEA 44-56 31
HDM21 Der p 2 KPFQLEAVFEANQNT 50-64 8
Der f 2 KPFTLEALFDANQNT 50-64 32
HDM21A Der p 2 KPFQLEAVFEANQNTK 50-65 9
Der f 2 KPFTLEALFDANQNTK 50-65 33
HDM21B Der p 2 RGKPFQLEAVFEANQNT 48-64 10
Der f 2 RGKPFTLEALFDANQNT 48-64 34
HDM22A Der p 2 EAVFEANQNTKTAK 55-68 11
Der f 2 EALFDANQNTKTAK 55-68 35
HDM23A Der p 2 DGLEVDVPGIDPNACH 76-88 12
Der f 2 DGLEIDVPGIDTNACH 76-88 36
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Péptido na Molécula Sequéncia Residuos na |[SEQ ID
Tabela 3A/B |progenitora progenitora [NO:
HDM26A Der p 2 DGVLACATIATHAKIR 131-145 13
Der f 2 NGVLACAIATHGKIR 131-145 37
Tabela 6
Péptido na Molécula Sequéncia Residuos na |[SEQ ID
Tabela 3A/B [progenitora progenitora |NO:
HDM30 Der p 7 DKFERHIGIIDLK 56-68 14
Der £ 7 DKFERHVGIVDFK 56-68 38
HDM32 Der p 7 IDLKGELDMRNIQ 65-77 15
Der £ 7 VDFKGELAMRNIE 65-77 39
HDM33 Der p 7 LDMRNIQVRGLKQ 71-83 16
Der £ 7 LAMRNIEARGLKQ 71-83 40
HDM34 Der p 7 RNIQVRGLKQMKRVG |74-88 17
Der £ 7 RNIEARGLKQMKRQG (74-88 41
HDM35 Der p 7 RGLKQMKRVGDAN 79-91 18
Der £ 7 RGLKQMKRQGDAN 79-91 42
HDM39A Der p 7 HDDVVSMEYDLAYKL (108-122 19
Der £ 7 HDDIVSMEYDLAYKL |108-122 43
HDM40A Der p 7 VSMEYDLAYKLGDLH [112-126 20
Der £ 7 VSMEYDLAYKLGDLH|112-126 44
HDM4 8 Der p 7 TAIFQDTVRAEMTK [187-200 21
Der £ 7 TAIFQDTVRKEMTK |187-200 45
HDM49 Der p 7 DTVRAEMTKVLAP 192-204 22
Der £ 7 DTVRKEMTKVLAP 192-204 46
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Péptido na Molécula Sequéncia Residuos na |[SEQ ID
Tabela 3A/B [progenitora progenitora |NO:
HDMb51 Der £ 7 VDFKGELAMRNIE 65-77 23
Der p 7 IDLKGELDMRNIQ 65-77 15
HDM51A Der £ 7 VDFKGELAMRNIEAR [65-79 24
Der p 7 IDLKGELDMRNIQVR |65-79 47

Na Tabela 4, a sequéncia de Der p 1 da gual sdo derivadas
as posicbes dos "residuos na progenitora" estd disponivel ao
publico com o n.2 de Acesso no NCBI PO08176. As sequéncias
correspondentes para Der p 2 (Tabela 5) e Der p 7 (Tabela 6)
tém o0s n.?2 de acesso no NCBI P49278 e P49273, respetivamente.
LA sequéncia para Der f 1 é tomada do n.2 de acesso no NCBI
P16311, para Der £ 2 do n.? de acesso no NCBI Q00855 e para
Der £ 7 do n.¢ de acesso no NCBI Q26456.

Exemplo 3

Pesquisa da ligacdo ao MHC de classe IT

O objetivo deste estudo é identificar um painel distinto
de péptidos com fortes afinidades para com os sete aldtipos
humanos mais comuns HLA-DRB1* do MHC de classe II (abrangendo
no total cerca de 63% dos aldétipos encontrados na populacéo
caucasiana média). De forma a identificar péptidos de ligacéao
nos principais alergénios dos &caros do pd doméstico Der p 1,
Der p 2 e Der p 7, foram identificados péptidos através de uma
abordagem in silico conhecida como "peptide threading" dque
utiliza o algoritmo EpiMatrix disponivel comercialmente (EpiVax
Inc.). Trata-se de uma andlise bioinformdtica de péptidos a
partir de uma sequéncia gquanto ao potencial para serem
acomodados dentro da fenda de ligacdo de moléculas de HLA-DR do
MHC de classe II. O EpiMatrix é um algoritmo baseado em matrizes
que classifica segmentos com 10 aminodcidos de comprimento, que
se sobrepbSem em 9 aminoéacidos, de qualguer sequéncia
polipeptidica, através da probabilidade estimada de ligacédo a
cada uma das moléculas do MHC selecionadas. (De Groot et al.,
AIDS Research and Human Retroviruses 13:539-41 (1997)). O
procedimento para o desenvolvimento dos motivos da matriz foi
publicado por Schafer et al., 16 Vaccine 1998 (1998). Neste
exemplo, ¢é avaliado o potencial de ligacdo para HLA DR1, DR2,
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DR3, DR4, DR7, DR3, DR11l, DR13 e DR15. Ligandos putativos do
MHC sé&o selecionados pontuando cada trecho 10-mero numa
sequéncia de proteina. Esta pontuacdo ¢ derivada através da
comparacdo da sequéncia do 10-mero com a matriz de sequéncias
de 10 aminoadcidos que se sabe ligarem-se a cada alelo do MHC.
Estudos retrospetivos demonstraram que o EpiMatrix prevé com
exatiddo os ligandos publicados do MHC (Jesdale et al., em
Vaccines '97 (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.
Y., 1997)). Foi também confirmada uma previsdo bem sucedida de
péptidos que se ligam a multiplas moléculas do MHC.

A probabilidade estimada de ligacdo a uma molécula do MHC
selecionada é calculada através do EpiMatrix, como se segue. 0Os
péptidos sdo pontuados estimando a promocdo ou inibicéo
relativas de ligacdo para cada aminodcido, comparativamente com
os ligantes conhecidos do MHC para um determinado alelo do MHC.
Esta informacdo é somada ao longo do péptido e é atribuida uma
pontuacdo de resumo (pontuacdo EMX) ao péptido inteiro. Depois
de comparar a pontuacao EMX com as pontuacdes dos ligandos
conhecidos do MHC, o EpiMatrix chega a uma "probabilidade
estimada de ligacdo" (abreviada como EBP, mas ndo estritamente
uma probabilidade). A EBP descreve a proporcao de péptidos com
pontuacdo no EpiMatrix tao elevadas ou mais elevadas que se
irdo ligar a uma determinada molécula do MHC. As ERP variam de
100% (muito alta probabilidade de ligacédo) a menos de 1% (muito
baixa probabilidade de ligacéo).

As andlises no EpiMatrix foram realizadas na sequéncia
inteira de Der p 1 como publicada na base de dados do NCBI (N.°
de acesso P08176). Esta andlise identificou péptidos nucleares
(e as suas sequéncias flanqueadoras) derivados das sequéncias
anteriores que se prevé terem uma boa ligacdo ao MHC de classe
IT. Estas sequéncias sao mostradas abaixo na Tabela 7A. As
Tabelas 7B e 7C mostram as sequéncias para as andlises
equivalentes de sequéncias conhecidas de Der p 2 e de Der p 7,

respetivamente (N.¢ de acesso no NCBI P49278 e P49273).

Nas Tabelas 7A-C: "residuos na sequéncia"™ d& a localizacéo
do péptido dentro das sequéncias que foram analisadas. O péptido
nuclear (aminodcidos do meio em negrito) define a sequéncia de
ligagdo que foi, de facto, identificada durante a andlise. Os
flancos de estabilizacdo (N-terminal e C-terminal, ndo estdo em

negrito) foram incluidos para utilizacdo com a sequéncia nuclear
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e sdo tipicamente necessidrios para ajudar no fabrico dos
péptidos. O "numero de acertos" refere-se ao numero de
afinidades de ligacao elevada previstas para todos os tipos de
MHC testados na sequéncia. A "pontuacdo do grupo EpiMatrix" &
derivada do nuUmero de acertos normalizado para a dimensdo do
grupo. A pontuacdo do grupo é assim o excesso ou o défice nas
propriedades de ligacdo ao MHC agregado previstas relativamente
a um péptido padrdo aleatdrio. Considera-se que uma pontuacio
de 10 ou superior indica propriedades amplas de ligacdo ao MHC.
0O Epivax também analisou a hidrofobicidade dos péptidos que
contém epitopos. Consideram-se inadequadas para administracéao
e/ou fabrico, pontuagdes superiores a 1.

TABELA 7A — Der p 1

, PONTUACAO DO
~ RESIDUOS NA ACERTOS NO
SEQUENCIA . , , , GRUPOS SEQ
SEQUENCIA N Hidrofo-| EpiMatrix ) )
DE ENTRADA SEQUENCIA o EpiMatrix ID
(Incl. bicidade (Excl.
(NCBI n.©9) (Excl. NO:
FLANCOS) FLANCOS)
FLANCOS)
P08176 1 -21 MKI IASL SAVY 1.42 22 38.91 105
ARPS
P08176 51 - 67 LESVKYVQSNGGAINHL -0.15 6 10.87 106
P08176 72 - 88 LDEFKNRFLMSAEAFEH -0.49 6 10.55 107
EIDLROMRTVTE IRMQG
P08176 111 - 134 -0.24 16 26.34 108
GCGSCHWA
pP08176 142 - 159 ESP‘YMYREQSLDMEQ -0.91 10 16.43 109
_ QESYYRYVAREQSCRRP _
P08176 188 209 KAQRF 1.70 14 24.92 110
P08176 296 - 313 INGYGYF £ 1D, 1E -0.08 7 10.24 111

TABELA 7B — Der p 2

. PONTUACAO DO
~ RESIDUOS NA ACERTOS NO
SEQUENCIA N , , , GRUPOS SEQ
SEQUENCIA . Hidrofo-| EpiMatrix . )
DE ENTRADA SEQUENCIA Lo EpiMatrix ID
(Incl. bicidade (Excl.
(NCBI n.?<9) (Excl. NO:
FLANCOS) FLANCOS)
FLANCOS)
MMYRILCLSLLVAAVAR
P49278 1 22 DOVDY 1.24 14 21.8 112
EFCITHRGKPFQLEAVF
pP49278 42 63 EANON 0.50 10 14.62 113
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TABELA 7C — Der p 7
, PONTUAGCAO DE
~ RESIDUOS NA ACERTOS NO
SEQUENCIA . ) ) ) GRUPOS SEQ
SEQUENCIA . Hidrofo-| EpiMatrix . )
DE ENTRADA SEQUENCIA L EpiMatrix ID
(Incl. bicidade (Excl.
(NCBI n.?<9) (Excl. NO:
FLANCOS) FLANCOS)
FLANCOS)
P49273 1-17 MMKLLLIAAAAFVAVSA 2.2 12 20.16 114
ELCMRNIQVRGLEQMER
- -0.71 9 12.3 115
P49273 70-92 -
Exemplo 4

Selecdo de péptidos para testes adicionais

Com base nos péptidos e epitopos identificados nos Exemplos
1 a 3, os inventores selecionaram os péptidos mostrados na
Tabela 8 para testes adicionais. Alguns dos péptidos
selecionados podem ser considerados variantes dos péptidos dos
Exemplos 1 a 3, mas também sdo considerados péptidos da
invengdo. Em particular, os residuos em negrito na Tabela 8
indicam alteracgdes do residuo correspondente na sequéncia
nativa da proteina progenitora. Estas alteracgdes reduzem a
formacdo de dimeros de péptidos e melhoram a solubilidade sem
diminuir a funcionalidade de um péptido como um epitopo de
células T. As alteracdes mostradas sdo a substituicdo de uma
cisteina (C) na sequéncia nativa por uma serina (S) ou &acido 5-
aminobutirico ( ), ou cistina ( ), como indicado.

Adicionalmente, algumas sequéncias podem compreender mais
ou menos que residuos da proteina progenitora da qual derivam,
quando comparados com as sequéncias dos péptidos dos Exemplos 1
a 3. Assim, pode considerar-se que estas sequéncias representam
variantes de extensdo ou truncagem dos péptidos dos Exemplos 1
a 3. Por exemplo, o péptido HDMO3F corresponde aos residuos
149-165 de Der p 1. O HDMO3E corresponde aos residuos 149-167.
Portanto, pode considerar-se HDMO3F como uma variante truncada
do HDMO3E formada pela remocdo de 2 residuos do terminal N de
HDMO3E. As posicdes de "residuos na progenitora" na Tabela 8
referem-se as sequéncias de Der p 1, Der p 2 e Der p 7 como
utilizados nas Tabelas 4 a 7. 0Os péptidos indicados na Tabela
8 que tém um residuo de glutamato (E) N-terminal, por exemplo
HDMO3K, L, V e W, podem ter o glutamato substituido por
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piroglutamato para melhorar a estabilidade durante o fabrico,

sem afetar a funcdo do péptido.

Os dados de testes adicionais

destes péptidos (Exemplo 5) sdo tipicamente obtidos usando
péptidos onde ocorreu essa substituicéo.
Tabela 8
Péptido| Molécula Sequéncia Residuos na| SEQ
progenitor progenitora ID
a NO:
HDMO1 Der p 1 IDLRQMRTVTPIR 112 - 124 I
HDMO1A Der p 1 IDLROQMRTVTPIRMQGGSG 112 - 130 48
HDMOZ2A Der p 1 RTVTP IRMQGGSG 118 - 130 49
HDMO2B Der p 1 RTVTPIRMQGG G 118 - 130 50
HDMO3D Der p 1 RNQSLDLAEQELVDSASQH 149 - 167 51
HDMO3E Der p 1 RNQSLDLAEQELVD ASQH| 149 - 167 52
HDMO3F Der p 1 RNQSLDLAEQELVDSAS 149 - 165 53
HDMO3G Der p 1 QSLDLAEQELVD ASQHG 151 - 168 89
HDMO3H Der p 1 LDLAEQELVD ASQHG 153 - 168 90
HDM03J Der p 1 LAEQELVD ASQHG 155 - 168 91
HDMO 3K Der p 1 EQELVD ASQHG 157 - 168 92
HDMO3L Der p 1 ELVD ASQHG 159 - 168 93
HDMO 3M Der p 1 RNQSLDLAEQELVDCASQHG 149 - 168 94
HDMO3N Der p 1 RNQSLDLAEQELVD ASQHG 149 - 168 95
HDMO 3P Der p 1 SAYLAHRNQSLDLAEQELVDCAS| 143 - 166 96
HDMO3R Der p 1 QSLDLAEQELVDSASQHG 151 - 168 97
HDMO03S Der p 1 LDLAEQELVDSASQHG 153 - 168 98
HDMO3T Der p 1 LAEQELVDSASQHG 155 - 168 99
HDMO3V Der p 1 EQELVDSASQHG 157 - 168 100
HDMO3W Der p 1 ELVDSASQHG 159 - 168 101
HDMO6A Der p 1 RYVAREQSSRRP 193 - 205 54
HDMO 6B Der p 1 RYVAREQS RRP 193 - 205 55
HDMO7 Der p 1 PNVNKIREALAQT 220 - 232 56
HDMO 9A Der p 1 REALAQTHSATIAVT 226 — 239 5
HDM19A Der p 2 DQVDVKDSANHETIKK 18 - 32 57
HDM1 9B Der p 2 DQVDVKD ANHE IKK 18 - 32 58
HDM20A Der p 2 ITHRGKPFQLEA 45 - 56 59
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Péptido| Molécula Sequéncia Residuos na| SEQ
progenitor progenitora ID

a NO:

HDM20B Der p 2 SITHRGKPFQLEA 44 56 60
HDM21 Der p 2 KPFQLEAVFEANQNT 50 64 8

HDMZ21A Der p 2 KPFQLEAVFEANQNTK 50 65 9
HDM21B Der p 2 RGKPFQLEAVFEANQNT 48 64 10
HDM22A Der p 2 EAVFEANQNTKTAK 55 68 11
HDMZ2 3B Der p 2 GLEVDVPGIDPNA 77 86 61
HDM23C Der p 2 GLEVDVPGIDPNASH 77 88 62
HDMZ2 6B Der p 2 GVLASATIATHAKIR 132 145 63
HDM26C Der p 2 GVLA ATATHAKIR 132 145 64
HDM30 Der p 7 DKFERHIGIIDLK 56 68 14

HDM32 Der p 7 IDLKGELDMRNIQ 65 77 15

HDM33 Der p 7 LDMRNIQVRGLKQ 71 383 16

HDM34 Der p 7 RNIQVRGLKQMKRVG 74 88 17

HDM35A Der p 7 RGLKQMKRVGDANV 79 92 65
HDM39A Der p 7 HDDVVSMEYDLAYKL 108 121 19
HDM39B Der p 7 HDDVVSMEYDLAYKLGDLH 108 125 66
HDM40A Der p 7 VSMEYDLAYKLGDLH 112 124 20
HDM40B Der p 7 VSMEYDLAYKLGDL 112 123 67
HDM48 Der p 7 TATFQDTVRAEMTK 187 200 21

HDM48A Der p 7 TATFQDTVRAEMTKVLAP 187 204 68
HDM4 9 Der p 7 DTVRAEMTKVLAP 192 204 22

HDM51 Der p 7 VDFKGELAMRNIE 65 77 23

HDM51A Der p 7 VDFKGELAMRNIEAR 65 79 24
HDM100 Der p 1 REGISNYCQIYPPNVNK 208 224 69
HDM100A Der p 1 REGISNYSQIYPPNVNK 208 224 70
HDM100B Der p 1 REGISNY QIYPPNVNK 208 224 71
HDM101 Der p 1 NYCQIYPPNVNKIREA 213 228 72
HDM101A Der p 1 NYSQIYPPNVNKIREA 213 228 73
HDM101B Der p 1 NY QIYPPNVNKIREA 213 228 74
HDM102 Der p 1 NAQREGISNYCQI 205 217 75
HDM102A Der p 1 NAQRFGISNYSQT 205 217 76
HDM102B Der p 1 NAQRFGISNY QI 205 217 77
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Péptido| Molécula Sequéncia Residuos na| SEQ
progenitor progenitora ID
a NO:
HDM103 Der p 2 KGQQYDIKYTWNVPKIAP 99 - 116 78
HDMO04 Der p 2 WNVPKIAPKSENV 109 - 121 79
HDM201 Der p 1 ESVKYVQSNGGATI 52 - 64 80
HDM202 Der p 1 DEFKNRFLMSAEAFE 73 — 87 81
HDM202D Der p 1 FKNRFLMSAEA 75 - 85 102
HDM202E Der p 1 FKNREFLMSAE 75 - 84 103
HDM202H Der p 1 EFKNRFLMSAE 74 - 84 104
HDM203A Der p 1 DLROMRTVTPIRMQGGCGS 113 - 131 82
HDM2 03B Der p 1 DLROQMRTVTPIRMQGGSGS 113 - 131 83
HDM204 Der p 1 SAYLAYRNQSLDLA 143 - 156 84
HDM205 Der p 1 SYYRYVAREQS 190 - 199 85
HDM206 Der p 1 DNGYGYFAANIDLMMIEE 296 - 313 86
HDM206A Der p 1 NGYGYFAANIDLMM 297 - 310 87
HDM207 Der p 7 DMRNIQVRGLKQMKRVGD 72 - 104 388

Exemplo 5

Ensaio de libertacdo de citdégquinas e selecdo de combinacdes de
péptidos

Os perfis de secrecdo de citdquinas pelas PBMC séao
analisados em resposta a estimulacdo pelos péptidos usando os
péptidos do Exemplo 3. Os sobrenadantes do ensaio de libertacéo
de citdégquinas sao testados quanto a presenca de 2 citdgquinas,
IFN- e IL-13, usando o ensaio ELISA. Os perfis de secrecédo de
citéquinas pelas PBMC foram analisados em resposta a estimulacgéo
por péptidos usando os péptidos indicados. Os sobrenadantes do
ensaio de libertacdo de citdquinas foram testados gquanto a
presenca de 2 citdégquinas, IFN- e IL-13, usando um ensaio ELISA
ou um ensaio de arranjo de contas Multiplex.

Um ensaio tipico de 1libertacdo de citdquinas requer
40x10¢ PBMC por individuo. Detalhadamente, 250 1 de uma solucéao
a 200 g/ml da concentracdo de péptido ou antigénio adequada
sdo distribuidos nos pogos apropriados de placas de 48 pocgos.
As placas sao entao incubadas numa incubadora humidificada com
5% de CO; a 37°C durante um méximo de 4 horas. S&o entéao
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adicionados a cada pogo 250 1 de uma suspensdo de PBMC a 5x10
células/ml e as placas sdo devolvidas a incubadora por 5 dias.
Apds a estimulacdo, s&o colhidas amostras de sobrenadante de
cultura para testes através dos ensaios ELISA ou de contas
Multiplex, de acordo com o0s protocolos padréo.

As respostas de IL-13 e de IFN-gama a cada péptido foram
pontuadas como epitopos de células T positivos desde que a
quantidade de citdéguina produzida no pogo para esse péptido
excedesse 100 pg/ml, i.e. 100 pg por 1,25x10° células. Assim,
considerou-se que um individuo respondia a um péptido se as
células desse individuo produzissem uma resposta superior a 100
pg/ml para IL-13 ou ©para IFN-gama. A  percentagem de
respondedores a cada péptido é mostrada na Figura 2.

Os cinco primeiros péptidos com percentagem de individuos
com uma resposta de IL-13 ou IFN-gama superior a 100 pg/ml séo
HDM203B, HDM201, HDM205, HDM203A e HDM202, e (SEQ ID NO: 83,
80, 85, 82 e 81).

O HDM203A e o 203B sdo variantes da mesma sequéncia, sendo
203B modificado de forma que uma serina substitui uma cisteina
(no terceiro residuo a partir do terminal C) para obter melhores
propriedades de fabrico e estabilidade. Assim, uma combinac¢ao
preferida de péptidos deverd compreender pelo menos um destes
péptidos ou uma sua variante.

Os péptidos seguintes mais potentes s&o HDM09A, HDMO3D,
HDMO3E, HDM101, HDM101A, HDM101B (SEQ ID NO: 5, 51, 52, 72, 73
e 74). Uma combinacdo de péptidos preferida pode tipicamente
compreender pelo menos um péptido adicional selecionado deste
grupo. Deste grupo, o HDMO3D e o HDMO3E sdo variantes de
sequéncia um do outro, em que serina e 4acido aminobutirico
(respetivamente) substituem cisteina (no gquinto residuo a
partir do terminal C da sequéncia nativa de Der pi) para obter
melhores ©propriedades de fabrico e estabilidade. Estas
sequéncias sdo consideradas equivalentes.

Outras variantes de HDM03, nomeadamente HDMO3V e HDMO3W
(SEQ ID NO: 100 e 101) também sd&o consideradas adeguadas. Estas
variantes séd&o fragmentos que compreendem uma truncagem até aos
tltimos onze ou dez (respetivamente) residuos C-terminais de
HDMO3D. Estes péptidos n&do estdo incluidos no ensaio acima
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descrito, mas em teste foram considerados pelo menos
equivalentes a HDMO3D (dados ndo mostrados) .

O HDM101l, o HDM10lA e o HDMI10lB sdo também variantes de
sequéncia uns dos outros, em gue o HDM10lA tem uma serina e o
HDM101B tem um &cido aminobutirico a substituir uma cisteina em
HDM101 (terceiro residuo a partir do terminal N). Todos os trés
péptidos da série HDM101l sédo considerados equivalentes, sendo
o HDM101lA ou o HDMI1O01lB preferidos em termos de propriedades de
fabrico e estabilidade.

Dos restantes péptidos testados, os seguintes tém respostas
em >25% dos individuos testados: HDMO1l [Der pl], HDMOlA [Der
pl], HDMO6A [Der p2], HDMO7 [Der pl], HDM19A [Der p2], HDM21A
[Der p2], HDM23C [Der pZ2], HDM26B [Der p2], HDM35A [Der p7l],
HDM48 [Der p7], HDMbLHI1A [Der £ 7], HDM102A [Der pl], HDM204 [Der
pl] e HDM206 [Der pl] (SEQ ID NO: 1, 48, 54, 56, 57, 9, 62, 63,
65, 21, 24, 76, 84 e 86 respetivamente). Uma combinacdo de
péptidos preferida pode tipicamente compreender pelo menos um
péptido adicional selecionado deste grupo. Quando se considera
quais os ©péptidos adicionais a adicionar a mistura, o0s
representantes deste grupo final devem ser escolhidos
preferivelmente entre os epitopos retirados de Der p2 e Der p7,
uma vez que 0S grupos anteriores sao dominados por Der p 1. O
HDM26B [Der p2] e o HDM35A [Der p7] sao particularmente
preferidos. Estudos adicionais (dados nao apresentados)
demonstram que estes s&o os péptidos com melhor desempenho entre
Der p 2 e Der p 7, respetivamente.

A Figura 3 mostra o numero de individuos que respondem a
uma mistura nuclear de HDM201, HDM202, HDM203B e HDM205. O
efeito incremental da adicdo de HDMO3D e HDM101A, e o efeito
incremental da adicdo de HDM26B e HDM35A, sido também mostrados.
O beneficio de adicionar epitopos do segundo e do terceiro
grupos de péptidos é claramente mostrado.

E importante que a adicdo dos péptidos 03D, 26B, 35A, 101A
a mistura nuclear converteu 4 individuos de nao respondedores
para respondedores. E também evidente que a remocdo de um dos
péptidos 201, 202, 203B ou 205 da mistura néo reduziria o numero
de respondedores globais as misturas propostas pois a maioria
das pessoas tém trés ou quatro respostas a este grupo de

péptidos. Isto é demonstrado na Figura 4, que mostra resultados
similares para uma mistura nuclear de HDM201, HDM203B e HDM205.

Lisboa, 2015-10-08
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REIVINDICACOES

1. Composicédo para utilizacdo na prevencgao ou tratamento
de alergia a &caros do pd doméstico compreendendo o polipéptido
de HDM201 ESVKYVQSNGGAI (SEQ ID 80), ou uma sua variante que
tem 9 a 30 aminodcidos de comprimento e compreende:

— a sequéncia do referido polipéptido; ou

— uma sequéncia que tem pelo menos 65% de homologia com a
sequéncia do referido polipéptido; ou

— um fragmento da sequéncia do referido polipéptido que tem
prelo menos nove aminoacidos de comprimento.

2. Composicgao de acordo com a reivindicacgao 1,
compreendendo adicionalmente:

— 0 polipéptido de HDM203B DLRQOMRTVTPIRMQGGSGS ou uma sua
variante como definido na reivindicacao 1;

— 0 polipéptido de HDM205 SYYRYVAREQS ou uma sua variante
como definido na reivindicacao 1; e

— 0 polipéptido de HDMO3W ELVDSASQHG, ou uma sua variante
como definido na reivindicacéao 1.

3. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 2 compreendendo
adicionalmente:

— 0 polipéptido de HDM26B GVLASAIATHAKIR ou uma sua variante
como definido na reivindicacédo 1;

— 0 polipéptido de HDM35A RGLKQMKRVGDANV ou uma sua variante
como definido na reivindicacéao; e

— 0 polipéptido de HDMIO1lA NYSQIYPPNVNKIREA ou uma sua
variante como definido na reivindicacéo 1.

4, Composicdo conforme definida em qualgquer uma das
reivindicagdes anteriores, em que o residuo de glutamato
presente no terminal N do polipéptido de HDM201 ESVKYVQSNGGAI
e/ou do polipéptido de HDMO3W ELVDSASQHG estd substituido por
piroglutamato.

5. Composicédo de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
anteriores, em que um ou mais dos polipéptidos possuem uma ou
mais modificacbes selecionadas entre as seguintes:
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(1) acetilacdo N-terminal;
(ii) amidacdao C-terminal;

(iii) wum ou mais hidrogénios nas aminas da cadeia lateral de

Arginina e/ou Lisina substituidos por um grupo metileno;

(iv) glicosilacao;
(v) fosforilacéo;
(vi) quaisquer residuos de cisteina na sequéncia nativa do

polipéptido substituidos por serina ou acido 2-
aminobutirico; e/ou

(vii) quaisquer residuos hidrdéfobos nos até trés aminodcidos
no terminal N ou C da sequéncia nativa do polipéptido,
gque ndo estdo compreendidos num epitopo de células T,
eliminados; e/ou

(viii) quaisquer dois aminoacidos consecutivos compreendendo a
sequéncia Asp-Gly nos até gquatro aminodcidos no terminal
N ou C da sequéncia nativa do polipéptido, que nédo estéo
compreendidos num epitopo de células T, eliminados.

6. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
anteriores, que é uma solucdo compreendendo o, ou cada um dos
polipéptidos, numa concentracdo na gama de 0,03 a 200 nmol/ml.

7. Composicao de acordo com a reivindicagcdo 6, em que a
concentracdo estd na gama de 0,3 a 200 nmol/ml.

8. Composicdo de acordo com a reivindicagcdo 6, em que a
concentracdo estd na gama de 30 a 120 nmol/ml.

9. Composigdo para utilizacd&o na prevencado ou tratamento
de alergia aos 4&caros do pd compreendendo uma sequéncia
polinucleotidica que, gquando expressa, causa a producdo de um
polipéptido como definido na reivindicacdo 1.

10. Composicao de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacdes anteriores que é uma composicao
farmaceuticamente aceitéavel compreendendo adicionalmente um

transportador ou diluente farmaceuticamente aceitéveis.
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11. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 10 gque ¢é
formulada para administracdo oral, administracdo nasal,
administracéo epicuténea, administracéo subcuténea,
administracao sublingual, administracéao intradérmica,
administracdo bucal ou para administracdo por inalagdo ou por
injecao.

12. Polipéptido de HDM201 ESVKYVQSNGGAI (SEQ ID 80) ou uma
sua variante como definido na reivindicacgéo 1.

13. Polipéptido da reivindicagdo 12 em que o residuo de
glutamato presente no terminal N do polipéptido estéd substituido
por piroglutamato.

14. Método in vitro para determinar se células T reconhecem
um polipéptido como definido na reivindicacgdo 1, compreendendo
o contacto das referidas células T com o referido polipéptido
e a detecdo se as referidas células T sdao estimuladas pelo
referido polipéptido.

15. Método in vitro para determinar se um individuo tem,
ou estd em risco de ter, uma condicdo, em que a condicdo é
caracterizada por sintomas alérgicos em resposta a um alergénio
dos 4acaros do pd doméstico, o método compreendendo testar se o
individuo tem células T que respondem a uma composicdo como
definida em gqualquer uma das reivindicacgdes 1 a 5, desse modo
determinando se o individuo tem, ou estd em risco de ter, a
condicgdo, opcionalmente, em que uma resposta imunitdria de
células T a referida composicdo € medida colocando a composicao
em contacto com células T numa amostra retirada do individuo,
sob condicgcbes que permitem a composicdo e as células T
interagir; e determinar se algumas das células T sao, ou nao,
estimuladas e desse modo determinar se estd presente ou ausente
uma resposta imunitédria de células T.

Lisboa, 2015-10-08
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FIGURA 1B

FIGURA 1C
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FIGURA 3
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