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DESCRIPCION
Composicién que comprende probibticos y polipéptidos que tienen afinidad de unién por IgE y uso de la misma
Campo técnico

La presente invencién se refiere a una composicién, y a dicha composicién para su uso en el tratamiento o prevencion
de una enfermedad alérgica, a un alimento funcional para la salud para su uso en la mejora o alivio de un sintoma
alérgico, y a un kit para su uso en el tratamiento o prevencién de una enfermedad alérgica.

Antecedentes de la técnica

La alergia alimentaria es una enfermedad causada por una disminucién de la resistencia inmunolégica frente a
antigenos alimentarios no patégenos (alérgenos). La enfermedad puede ocasionar un deterioro de la calidad de vida
debido a restricciones en la dieta y puede poner en peligro la vida en caso de que se desarrolle anafilaxia aguda y
cronica. Las enfermedades alérgicas tales como la rinitis alérgica y la dermatitis atdpica, asi como las alergias
alimentarias, se estan propagando a un ritmo elevado en las sociedades modernas industrializadas y occidentalizadas.
Ademas, también esta aumentando el desarrollo de anafilaxia, una reaccién alérgica grave. Estas enfermedades
inmunitarias perjudican gravemente la calidad de vida y, de acuerdo con lo anterior, los costes socioeconémicos se
estan disparando. De este modo, existe una apremiante necesidad de medidas para superar estas enfermedades.

Aunque las enfermedades de alergias alimentarias pueden desarrollarse mediante una respuesta inmunitaria mediada
0 no mediada por IgE, la alergia alimentaria mediada por IgE es la mas comun. En la alergia alimentaria mediada por
IgE, los alérgenos se unen a la IgE, y la IgE unida al alérgeno entrecruza FceRlI, un receptor Fc de IgE de alta afinidad
en células efectoras tales como mastocitos y baséfilos, induciendo asi la activacién de las células efectoras. En el
caso de que se activen las células efectoras, se liberan moduladores, ocasionando asi una hipersensibilidad inmediata.
Ademas de las enfermedades de alergias alimentarias, la mayoria de las enfermedades alérgicas son causadas por
una respuesta inmunitaria excesiva debida a la inmunoglobulina E (IgE). La IgE es un anticuerpo que normalmente
esta presente en el suero en una concentracién muy baja. La IgE también es producida por antigenos inocuos. En el
caso de que el numero de IgE aumente sin ningln estimulo particular, se puede ocasionar una enfermedad alérgica.
El nimero anormalmente aumentado de IgE puede unirse a receptores Fc de IgE de alta afinidad (FceRI) que se
expresan en la superficie de los mastocitos, baséfilos y similares.

Esta unidn entre la IgE y el receptor Fc de IgE hace que los mastocitos o baséfilos liberen mediadores quimicos tales
como histamina, leucotrienos, prostaglandinas, bradiquininay factores activadores de plaquetas. La liberacién de estos
mediadores quimicos por parte de los mastocitos o basdéfilos produce sintomas alérgicos. En particular, se puede
presentar un empeoramiento de los sintomas alérgicos en el caso de que IgE y FceRI estén unidos entre si. Se sabe
que las células que expresan FceRI aumentan en pacientes alérgicos.

Para tratar las enfermedades alérgicas se han propuesto diversos métodos, tales como la evitacidén de alérgenos, la
administracién de farmacos antialérgicos, la modulacién de la sintesis de IgE en el organismo y el desarrollo de
anticuerpos anti-IgE. Sin embargo, estos métodos tienen muchos inconvenientes, tales como la incapacidad de curar
una causa subyacente de alergia, la eficacia insuficiente del farmaco y la aparicién de efectos secundarios graves.

Mientras tanto, se ha estudiado un método para usar microorganismos tales como bacterias acido lacticas con el fin
de tratar o mejorar enfermedades alérgicas. Estos microorganismos saludables se denominan probiéticos. Sin
embargo, aln no se han establecido técnicas para descubrir y evaluar probiéticos para el control inmunolégico, tales
como la inhibicién de las alergias. En particular, los estudios sobre el mecanismo de acciéon subyacente de los
probibticos son inadecuados y la mayoria de los estudios se realizan in vitro. En otras palabras, aunque los probiéticos
se ingieren por via oral, la mayoria de los estudios hasta ahora se han centrado en experimentos in vitro usando lineas
celulares, y estos métodos experimentales tienen el gran inconveniente de que no es posible proporcionar un sustituto
para los estudios sobre funciones que pueden ser exhibidos en el caso de que un humano ingiera probibticos.

Ademas, se han estudiado composiciones de inmunoglobulinas para tratar enfermedades alérgicas. Se ha informado
que tales composiciones son Utiles para tratar trastornos mediados por IgE, incluidos alergia y asma (KR10-
1783272B1). En particular, el omalizumab (nombre comercial: Xolair), que se dirige a una porcién Fc de un anticuerpo
IgE, se ha desarrollado y usado como agente terapéutico para el asma grave que no se puede tratar y la urticaria que
no se puede tratar. Sin embargo, se requiere la administracion de dosis altas del omalizumab para mantener los
efectos. Por lo tanto, se ha informado que el omalizumab tiene una carga de costes elevada y efectos secundarios
tales como angioedema y reaccidén anafilactica (The Journal of Clinical Investigation, Volumen 99, Numero 5, marzo
de 1997, 915-925).

Aunque aln no se ha identificado el mecanismo subyacente por el cual el omalizumab causa efectos secundarios, se
puede esperar que el omalizumab sea un anticuerpo IgG1. Un estudio dirigido a un modelo de ratén demostré que
una gran cantidad de anticuerpos IgG1 especificos de antigeno puede inducir anafilaxia sistémica pasiva (PSA)
mediante FcyRIIl, un receptor de IgG de baja afinidad y factores activadores de plaquetas en un entorno rico en
antigenos. Ademés, esta anafilaxia mediada por IgG ocurre de manera exagerada debido a la falta de sefializacion de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2969 110 T3

FceRI. Por lo tanto, se puede producir anafilaxia sistémica pasiva en el caso de que se inyecte una cantidad
considerable del omalizumab a un paciente con una enfermedad alérgica que presenta un nivel alto de IgE.
Recientemente, se ha informado que FcyRIIA, un receptor de IgG de baja afinidad expresado en un ser humano,
también se asocia con anafilaxia mediada por IgG. Ademas, los estudios posteriores a la comercializacién han
informado reacciones anormales como vasculitis granulomatosa alérgica y trombocitopenia idiopatica intensa.

El documento KR20030082950A divulga una cepa bacteriana del grupo de bacterias acido lacticas que expresa un
polipéptido de superficie que contiene una secuencia de péptidos que imita al menos parte de un epitopo
conformacional de una molécula de IgE. El documento JP 2011505349 divulga Bifidobacterium breve y su uso para el
tratamiento de enfermedades alérgicas. El documento KR 20120116400 divulga dimeros de polipéptidos que
comprenden dimeros de proteina de fusién Fc derivados de FceRIxECD-IgG y su uso para el tratamiento de
enfermedades alérgicas. El nimero de acceso del NCBI Genbank 1J89_A divulga una secuencia de aminoacidos de
FceRIaECD. El documento JP 2010 513245 divulga especies de Lactobacillus que producen un anticuerpo que se une
a una citocina y su uso para el tratamiento de enfermedades alérgicas. El documento WO 2019/135668 divulga
dimeros polipeptidicos. El documento WO 2008/028068 divulga dimeros de proteina de fusidén Fc derivados de
FceRIGECD-IgG.

Problema técnico

Aunque se han realizado muchos estudios sobre enfermedades alérgicas, hasta ahora no se ha desarrollado un
método para mejorar drasticamente las enfermedades alérgicas. Un objeto de la presente invencién es proporcionar
una composicidn para tratar o prevenir tales enfermedades alérgicas.

Solucién al problema

Segun un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicién que comprende, como
ingredientes activos, probibticos y un polipéptido con capacidad de unién a IgE, en la que el polipéptido con capacidad
de unién a IgE es una proteina recombinante que es un dimero de polipéptido que contiene dos mondmeros, cada
uno de los cuales comprende un dominio extracelular de una subunidad alfa de un receptor Fc de IgE (FceRIaECD),

el monémero contiene una regién Fc modificada, en la que la regién Fc modificada tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQIDNO: 2,y

la regién Fc modificada y el FceRIoaECD estan unidos mediante un enlazante.

En una realizacién, los probidticos son bacterias acido lacticas o Bifidobacterium, opcionalmente en la que las bacterias
acido lacticas son cualquiera seleccionadas del grupo que consiste en Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus y
Streptococcus.

En una realizacion, el Lactobacillus es uno cualquiera seleccionado del grupo que consiste en L. acidophilus, L. casei,
L. gasseri, L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L. helveticus, L. fermentum, L. paracasei, L. plantarum, L. reuteri, L.
rhamnosus, L. pentosus y L. salivarius, el Lactococcus es Lc. lactis, y el Streptococcus es S. themophilus.

En una realizacién, la Bifidobacterium es una cualquiera seleccionada del grupo que consiste en B. bifidum, B. breve,
B. longumy B. animalis ssp. lactis.

En una realizacién, los probiéticos son L. casei o0 B. longum.

En una realizacién, el dominio extracelular de la subunidad alfa del receptor Fc de IgE tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

En una realizacién, los probiéticos estan en forma de polvo seco.

En un segundo aspecto, se proporciona una composicién farmacéutica para su uso en el tratamiento o prevencién de
una enfermedad alérgica, en la que la composicién farmacéutica comprende la composicidén del primer aspecto como
ingrediente activo.

En una realizacién, la enfermedad alérgica es una cualquiera seleccionada del grupo que consiste en alergia
alimentaria, dermatitis atépica, asma, rinitis alérgica, conjuntivitis alérgica, dermatitis alérgica, urticaria idiopatica
crbnica y dermatitis alérgica de contacto.

En un tercer aspecto, se proporciona una composiciéon de alimento funcional para la salud para su uso en la mejora o
alivio de un sintoma alérgico, en la que la composicién de alimento funcional para la salud comprende la composicién
del primer aspecto como ingrediente activo.

En un cuarto aspecto, se proporciona un kit para su uso en el tratamiento o prevenciéon de una enfermedad alérgica,
que comprende una primera composicidon que contiene probidticos y una segunda composicién que contiene un
polipéptido con capacidad de unién a IgE,
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en la que el polipéptido con capacidad de unidn a la IgE es una proteina recombinante que es un dimero de polipéptido
que contiene dos mondémeros,

cada uno de los cuales comprende un dominio extracelular de una subunidad alfa de un receptor Fc de IgE
(FceRIECD),

el monémero contiene una regién Fc modificada, en la que la regién Fc modificada tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQIDNO: 2,y

la regién Fc modificada y el FceRIoaECD estan unidos mediante un enlazante,
en la que la segunda composicién es una composicién para administracién subcutanea o intravenosa.
Efectos ventajosos de la invencion

La composicion que comprende, como ingredientes activos, probiéticos y un polipéptido con capacidad de unién a
IgE, exhibe un excelente efecto de mejora de la alergia in vivo. De este modo, la composicién se puede usar como
composicién farmacéutica para tratar o prevenir una enfermedad alérgica intensa. Adicionalmente, desde el punto de
vista de que la composicién se puede aplicar a la inmunoterapia oral, la composiciéon no sélo puede ser méas eficaz
para la alergia alimentaria al mismo tiempo que disminuye los efectos secundarios, sino que también es ideal para
tratar a nifios que padecen alergias mediadas por IgE. Por lo tanto, la composicién se puede usar como alimento
funcional saludable para la mejora o alivio de un sintoma alérgico.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 ilustra un diagrama esquemético de la constitucién de un monémero que forma un ejemplo (IgEtrap) del
dimero de polipéptido de la presente divulgacién. Un ejemplo de IgEtrap puede consistir en 425 aminoacidos desde
FceRla humano (regién del aminoacido 26° al aminoacido 205° en el dominio extracelular de FceRla, 180 aa) hasta
Fc hibrido IgD/IgG4 humano (245 aminoécidos). El Fc hibrido IgD/IgG4 tiene un sitio de unién a FcRn (linea rayada
derecha) pero carece de sitios de unién para FcyR y C1q (linea rayada izquierda). Aqui, IgD puede ser una regién (38
aa) desde el aminoacido 133° hasta el aminoécido 170°, e IgG4 puede ser una regién (207 aa) desde el aminoécido
121° hasta el aminogcido 327°.

La figura 2 ilustra un modelo estructural tridimensional de un homodimero de IgETrap. La estructura muestra un dominio
extracelular FceRla (azul), una bisagra IgD (amarillo) y un Fc IgG4 (verde).

La figura 3 ilustra los resultados de SDS-PAGE para polipéptidos con capacidad de unién a IgE producida en cada
linea celular (Figura 3A). Aqui, se puede ver que no se genera una forma truncada tanto en condiciones reductoras
como no reductoras (Figuras 3Ay 3B).

La figura 4 ilustra los resultados de experimentos de enfoque isoeléctrico (GEL-IEF) realizados para identificar un
aumento en el contenido de &cido sialico de polipéptidos con capacidad de unién a IgE que se han producido en cada
linea celular. El contenido de proteinas con un punto isoeléctrico mayor (pl) reducido aumenta debido a un aumento
en el contenido de &cido sialico cargado negativamente causado por la introduccién de un gen de transferasa de acido
sidlico. De esto se desprende que mediante la adicién de transferasa de acido sidlico aumenta el contenido de
proteinas acidas.

La figura 5 ilustra los resultados de SDS-PAGE para formas reducidas y no reducidas de una proteina dimérica de
polipéptidos (IgETrap) segun un ejemplo de la presente divulgacién. En particular, se puede ver que el dimero de
polipéptido tiene una pureza elevada incluso en el sobrenadante del cultivo que corresponde a la entrada.

La figura 6 ilustra los resultados obtenidos realizando anélisis SDS-PAGE de IgETrap €n condiciones reducidas y no
reducidas.

La figura 7 ilustra un grafico que muestra la capacidad de unién del omalizumab a IgE. El gréfico muestra los resultados
obtenidos inmovilizando el omalizumab y analizando su capacidad de unién en funcién de las concentraciones de IgE
tratadas. La interaccién entre la IgE humana y el omalizumab se analizé mediante resonancia de plasmén superficial
(SPR) y se calculé la afinidad de unién de cada molécula.

La figura 8 ilustra un gréfico que muestra la capacidad de unién a IgE de la proteina dimérica de polipéptidos (IgEtrap)
segln un ejemplo de la presente divulgacidn. El grafico muestra los resultados obtenidos inmovilizando el IgETrap ¥
analizando su capacidad de unién dependiendo de las concentraciones de IgE tratadas. La interaccién entre la IgE
humana y la IgEtrap se analizé6 mediante resonancia de plasmén superficial (SPR) y se calculé la afinidad de unién de
cada molécula.

Las figuras 9 a 13 ilustran los resultados obtenidos al identificar interacciones de la proteina dimérica (IgEtrar), UN
ejemplo de la presente divulgacion, y el omalizumab con los receptores de IgG FeyRlI (Figura 9), FeyRIIA (Figura 10),
FeyRIIB (Figura 11), FeyRIIIA (Figura 12) y FeyRIIIB (Figura 13) usando el ensayo de interferometria de biocapa (BLI).
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La figura 14 ilustra un gréfico obtenido cuantificando una capacidad de unién entre IgEtrap y receptores de 19G, y
entre el omalizumab y receptores de IgG.

La figura 15A ilustra un gréfico que muestra una capacidad inhibidora, sobre la actividad de los mastocitos derivados
de ratén, de la proteina dimérica de polipéptidos (IgEtrap) seglin un ejemplo de la presente divulgacién dependiendo
de las concentraciones de los mismos.

La figura 15B ilustra un grafico que muestra una comparacién entre las capacidades inhibidoras, sobre la actividad de
los mastocitos derivados de ratén que expresan FceRI humano, de la proteina dimérica de polipéptidos (IgEtrap) Segln
un ejemplo de la presente divulgacién y Xolair (omalizumab) dependiendo de las concentraciones de los mismos.

La figura 16 ilustra las potencias de una proteina dimérica de polipéptidos seglin un ejemplo de la presente divulgacion
en un modelo de enfermedad inducida por alergia alimentaria.

La figura 17 ilustra un programa experimental para la induccién de alergia alimentaria e IgEtrap, B. fongum y terapia
combinada con i.p., intraperitoneal; i.g., intragastrico

La figura 18 ilustra las potencias de IgEtrap, B. longum y terapia combinada para inhibir los sintomas de diarrea
inducida por alergia n = 16 a 18 ratones por grupo, OVA frente a OVA + IgEtrap: *P < .05, OVA frente a OVA + B.
longum + I1gEtrap y OVAfrente a PBS: **P < .0001

La figura 19Ailustra un plan experimental para identificar que B. longum mejora los efectos terapéuticos de IgEtrap.
En concreto, se muestra un plan experimental para la induccién de alergia alimentaria y la administracién Unica o
combinada de IgEtrap ¥ B. fongum. i.p., intraperitoneal; i.g., intragastrico

La figura 19B ilustra un gréafico obtenido identificando los efectos de la administracién combinada de probibticos y la
proteina dimérica de polipéptidos (IgETrap) con una capacidad de unién a IgE que depende de dosis aumentadas en
un modelo de enfermedad inducida por alergia alimentaria. Se muestran los efectos de IgEtrap, B. longum y una
combinacién de los mismos para inhibir la diarrea alérgica a los alimentos. n = 14 ratones por grupo, OVA frente a OVA
+ B. longum + |gETrap (20 ng), OVA frente a OVA + B. longum + IgEtrap (200 pg) y OVA frente a PBS: **P < .001

La figura 20 ilustra los resultados obtenidos analizando, con ELISA, los niveles de proteasa-1 de los mastocitos (MCPT-
1) en sueros obtenidos de respectivos grupos experimentales, en el momento de la administraciéon de IgEtrap, B.
longum y una combinacién de los mismos, en un modelo de enfermedad inducida por alergia alimentaria.

La figura 21 ilustra los resultados obtenidos midiendo, con ELISA, los niveles de IgE total (IgE libre y complejo IgE-
IgETrAP) €n sueros obtenidos de respectivos grupos experimentales, en el momento de la administracién de IgEtrap,
B. longum, y una combinacién de los mismos, en un modelo de enfermedad inducida por alergia alimentaria. n = 16 a
18 ratones por grupo, OVA frente a OVA + IgEtrap, OVA frente a OVA + B. longum + IgETrap y OVA frente a PBS: ***P
<.0001

La figura 22 ilustra los resultados obtenidos midiendo, con ELISA, los niveles de IgE libre en sueros obtenidos de los
respectivos grupos experimentales, en el momento de la administracién de IgEtrap, B. longum y una combinacién de
los mismos, en un modelo de enfermedad inducida por alergia alimentaria. n = 16 a 18 ratones por grupo, OVA frente
a OVA + IgEtrap, OVA frente a OVA + B. longum + |gETrap y OVA frente a PBS: ***P < .0001

La figura 23 ilustra los resultados obtenidos al identificar efectos inhibidores sobre la proliferacién de los mastocitos y
la proliferacién de células caliciformes en respectivos grupos experimentales, en el momento de la administracién de
IgETrAP, B. longum y una combinacién de los mismos, en un modelo de enfermedad inducida por alergia alimentaria.
Se muestran los resultados obtenidos mediante la tincién de mastocitos (rojo) en secciones representativas de parafina
del yeyuno en los respectivos grupos experimentales (aumento 400x). El agrandamiento del yeyuno muestra
claramente los mastocitos (rojo).

La figura 24 ilustra los resultados obtenidos ampliando los mastocitos 400 veces en la figura 23 e identificar los
mastocitos. n = 10 a 12 ratones por grupo, OVA frente a B. Jongum y OVA frente a IgEtrap: **P < .001, OVA frente a
OVA + B. longum + IgEtrap y OVA frente a PBS: **P < .0001

La figura 25 ilustra los resultados obtenidos al identificar efectos inhibidores sobre la proliferacién de mastocitos y la
proliferacion de células caliciformes en respectivos grupos experimentales, en el momento de la administraciéon de
IgETrAP, B. longum y una combinacién de los mismos, en un modelo de enfermedad inducida por alergia alimentaria.
Se muestran los resultados obtenidos mediante la tincién de células caliciformes para su identificacién en secciones
representativas de parafina del yeyuno en los respectivos grupos experimentales (pUrpura, aumento 400x).

La figura 26 ilustra los resultados obtenidos seleccionando aleatoriamente células caliciformes de unidades de
vellosidades-criptas (VCU) en la figura 25 y contando 10 VCU. n = 5 a 6 ratones por grupo, OVA frente a B. longum y
OVA frente a IgETrap: *P .05, OVA frente a OVA + B. longum + |gETrap y OVA frente a PBS: ***P < .0001
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La figura 27 ilustra un diagrama esquematico del mecanismo de inhibicién de la alergia alimentaria causada por la
terapia combinada con B. longum e |gETrap. Los alérgenos alimentarios ingeridos pueden inducir la activacion de las
células efectoras (mastocitos y baséfilos) mediante la unién de la IgE a un receptor Fc de IgE de alta afinidad (FceRI)
en las células efectoras. Las células efectoras activadas liberan moduladores, ocasionando asi una reaccién de
hipersensibilidad inmediata. B. fongum induce la apoptosis de los mastocitos mediante la secrecién de vesiculas
extracelulares (EV) que disminuyen el nimero de mastocitos. Mientras tanto, IgEtrap puede bloquear la unién de IgE
a FceRI en las células efectoras y, de este modo, inhibir la activacién y proliferacién de las células efectoras. La
administracién combinada de B. longum e IgETrap permitié aliviar eficazmente los sintomas de alergia alimentaria y la
hiperplasia de células caliciformes.

La figura 28 ilustra un gréfico obtenido identificando cambios en la expresion de IL-33 en tejido intestinal después de
la administracién de B. longum e IgEtrap. La administracidén de B. longum e IgEtrap disminuyé la expresién del ARNm
de IL-33 en el yeyuno de ratones modelo de alergia alimentaria. n = 16 a 18 ratones por grupo, OVA frente a OVA + B.
longum + IgEtrap: *P < .05

La figura 29 ilustra un gréafico obtenido identificando la frecuencia de la diarrea después de la inyeccidn intraperitoneal
de IgEtrap y L. casei. n = 7 a 10 ratones por grupo

La figura 30 ilustra un grafico obtenido identificando la frecuencia de la diarrea después de la inyeccidn intraperitoneal
de IgETrap y Lc. Jactis. n = 5 ratones por grupo

La figura 31 ilustra un grafico obtenido identificando la frecuencia de la diarrea después de la inyeccién intraperitoneal
de IgETtrap ¥ S. thermophilus. n = 6 a 10 ratones por grupo

La figura 32 ilustra un grafico obtenido identificando la frecuencia de la diarrea después de la inyeccién intraperitoneal
de IgEtrap ¥ L. rthamnosus. n = 5 a 10 ratones por grupo

La figura 33 ilustra un grafico obtenido identificando la frecuencia de la diarrea después de la inyeccidn intraperitoneal
de IgETrap y L. reuteri. n = 5 a 10 ratones por grupo

La figura 34 ilustra un grafico obtenido identificando la frecuencia de la diarrea después de la inyeccion intraperitoneal
de IgEtrap y L. fermentum. n = 7 a 10 ratones por grupo

La figura 35 ilustra un grafico obtenido administrando IgEtrap por via oral a ratones normales y luego identificando
IgETrAP adsorbida en el suero de los ratones.

Descripcidn detallada de la invencién

El tema divulgado a continuacién no forma parte de la invencién como tal que se define en las reivindicaciones. Los
términos "descrito", "divulgacién" y "ejemplo”, como se usan en este documento, se refieren a informacién que puede
ser Util en el contexto o interpretacién de la presente invencion pero no forma parte de la invencién reivindicada.

Las referencias a métodos de tratamiento mediante terapia o cirugia o métodos de diagnéstico in vivo en esta
descripcién deben interpretarse como referencias a compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la
presente invencién para su uso en esos métodos.

En este documento se divulga una composicién que comprende, como ingredientes activos, probidticos y un
polipéptido con capacidad de unién a IgE.

Como se usa en este documento, el término "probidticos" se refiere colectivamente a microorganismos que son
favorables para el cuerpo humano en el caso de ser ingeridos en una cantidad apropiada, lo que indica bacterias
beneficiosas para el cuerpo humano. Como se describe en este documento, los probidticos pueden ser bacterias acido
lacticas o Bifidobacterium. Como se describe en este documento, las bacterias acido lacticas se refieren
colectivamente a bacterias que fermentan el azlcar para producir acido lactico. La mayoria de las bacterias
beneficiosas intestinales se clasifican como bacterias acido lacticas, y las bacterias acido lacticas pueden degradar
los azucares, de los cuales el 50 % o mas se produce como acido lactico.

Como se describe en este documento, las bacterias acido lacticas pueden ser una cualquiera seleccionada del grupo
que consiste en Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus y Streptococcus. Especificamente, como se describe en
este documento, el Lactobacillus puede ser uno cualquiera seleccionado del grupo que consiste en L. acidophilus, L.
casei, L. gasseri, L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L. helveticus, L. fermentum, L. paracasei, L. plantarum, L. reuteri, L.
rhamnosus, L. pentosus y L. salivarius. Ademas, como se describe en este documento, el Lactococcus puede ser Lc.
lactis y el Streptococcus puede ser S. themophilus. Ademas, como se describe en este documento, la Bifidobacterium
puede ser una cualquiera seleccionada del grupo que consiste en B. bifidum, B. breve, B. longum y B. animalis ssp.
lactis.

Preferiblemente, como se describe en este documento, los probibdticos pueden ser Lactobacillus casei o
Bifidobacterium longum. En particular, Bifidobacterium longum puede ser el No. de acceso KACC 91563 (KR10-
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1778734B1). En particular, como se describe en este documento, la cepa KACC 91563 se dirige a los mastocitos que
son células importantes en las reacciones alérgicas y, de este modo, pueden usarse como bacterias acido lacticas
para tratar la alergia. Normalmente, como se describe en este documento, los probiéticos se pueden usar en forma de
bacterias vivas, en las que las bacterias vivas se pueden usar en forma liofilizada. Ademas, como se describe en este
documento, los probiéticos se pueden usar en forma de bacterias muertas.

Como se usa en este documento, el término "polipéptido con capacidad de unién a IgE" significa un polipéptido capaz
de unirse a IgE. Como se usa en este documento, el término "IgE" significa una proteina anticuerpo conocida como
inmunoglobulina E. La IgE tiene afinidad por los mastocitos, los baséfilos sanguineos o similares. Ademés, la reaccion
entre un anticuerpo IgE y un antigeno (alérgeno) correspondiente al mismo provoca una reaccién inflamatoria.
Ademas, se sabe que la IgE es un anticuerpo que causa anafilaxia.

Especificamente, como se describe en este documento, el polipéptido con capacidad de unién a IgE puede ser
cualquiera de las proteinas recombinantes que incluyen un anticuerpo anti-IgE, un receptor Fc de IgE, un dominio
extracelular de una subunidad alfa del receptor Fc de IgE, un fragmento del fragmento de dominio extracelular de la
subunidad alfa del receptor Fc de IgE, y un dominio extracelular de una subunidad alfa del receptor Fc de IgE o un
fragmento del mismo.

Aqui, el anticuerpo anti-IgE significa un anticuerpo capaz de reconocer la IgE como antigeno y unirse a la IgE. Como
se describe en este documento, un fragmento del anticuerpo anti-IgE puede ser uno cualquiera seleccionado del grupo
que consiste en Fab, scFv, F(ab)? y Fv, siempre que el fragmento pueda unirse a IgE. Fragmentos de anticuerpo
significan dominios de unién a antigeno que excluyen una regién cristalizable (regién Fc) que realiza una funcién
(funcién efectora) para transferir, a una célula o a un complemento, un estimulo debido a la unidén con un antigeno. En
un ejemplo, el anticuerpo anti-IgE puede ser el omalizumab.

Como se usa en este documento, el término "receptor Fc de IgE" también se denomina receptor Fce y se une a una
porcién Fc de IgE. Hay dos tipos de receptor. El receptor que tiene alta afinidad por IgE Fc se llama receptor | de Fce
(FeeRI). El receptor que tiene baja afinidad por IgE Fc se denomina receptor || de Fce (FceRlIl). FeeRI se expresa en
mastocitos y baséfilos. En el caso de que los anticuerpos IgE unidos a FceRI estén entrecruzados por antigenos
polivalentes, se produce una desgranulacidén en los mastocitos o baséfilos, liberando asi diversas sustancias quimicas
transmisoras, incluida la histamina. Esta liberacién provoca una reaccién alérgica inmediata.

El FeeRI es una proteina de membrana compuesta por una cadena o, una cadena P y dos cadenas y unidas por un
enlace disulfuro. Entre estas cadenas, una porcién a la que se une la IgE es la cadena o (FceRla), y FeeRla tiene un
tamafio de aproximadamente 60 kDa. FceRla estd compuesto por un dominio hidrofébico que existe dentro de la
membrana celular y un dominio hidrofilico que existe fuera de la membrana celular. En particular, la IgE se une a un
dominio extracelular de la cadena a.

Especificamente, como se describe en este documento, la subunidad alfa del receptor Fc de IgE puede tener la
secuencia de aminoacidos establecida en NP_001992.1. Ademas, como se describe en este documento, el dominio
extracelular (FceRIoECD) de la subunidad alfa del receptor Fc de IgE puede tener la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1. Como se describe en este documento, el dominio extracelular de la subunidad alfa del receptor Fc de
IgE puede ser un fragmento o variante del dominio extracelular de la subunidad alfa del receptor Fc de IgE, siempre
que el fragmento o variante sea capaz de unirse a IgE.

Como se describe en este documento, la produccién de la variante se puede lograr mediante un método de sustitucién,
delecién o adicion de una o mas proteinas en el FceRIaECD (dominio extracelular) de tipo salvaje, siempre que el
método no altere una funcién de la cadena o de FceRI. Como se describe en este documento, tales diversas proteinas
o péptidos pueden ser 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas idénticos a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. Ademas, como se describe en este documento, el FceRIxECD de SEQ ID NO: 1
puede estar codificado por un polinucleétido que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 5.

Por lo tanto, como se describe en este documento, el propio dominio extracelular de la subunidad alfa del receptor Fc
de IgE o un fragmento del dominio extracelular de la subunidad alfa del receptor Fc de IgE se puede usar como
polipéptido con capacidad de unién a IgE. Como se describe en este documento, el fragmento del dominio extracelular
puede estar en una forma en la que algunos de los aminoacidos en el extremo N del dominio extracelular de la
subunidad alfa del receptor Fc de IgE estén suprimidos. En un ejemplo, el fragmento del dominio extracelular puede
ser uno en el que se eliminan de 1 a 30 aminoacidos en el extremo N. Ademés, como se describe en este documento,
el fragmento del dominio extracelular puede ser uno en el que se suprimen de 5 a 25 aminoacidos en el extremo N.
Ademas, como se describe en este documento, el fragmento del dominio extracelular puede estar en una forma en la
que se suprimen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0o 10 aminoacidos en el extremo N. Ademas, un ejemplo del fragmento del
dominio extracelular puede estar en una forma en la que algunos de los aminoéacidos en el extremo C del dominio
extracelular de la subunidad alfa del receptor Fc de IgE se suprimen. En un ejemplo, el fragmento del dominio
extracelular puede ser uno en el que se suprimen de 1 a 30 aminoacidos en el extremo C. Ademés, como se describe
en este documento, el fragmento del dominio extracelular puede ser uno en el que se suprimen de 5 a 25 aminoacidos
en el extremo C-terminal. Ademés, como se describe en este documento, el fragmento del dominio extracelular puede
estar en una forma en la que 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminoécidos en el extremo C se suprimen. Ademés, un
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ejemplo del fragmento del dominio extracelular puede estar en una forma en la que algunos de los aminoacidos en el
extremo N y el extremo C del dominio extracelular de la subunidad alfa del receptor Fc de IgE se suprimen. En un
ejemplo, el fragmento del dominio extracelular puede estar en una forma en la que 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 0 10
aminodacidos, respectivamente, en el extremo N y el extremo C se suprimen.

Sin embargo, el dominio extracelular de la subunidad alfa del receptor de IgE de tipo salvaje, o un fragmento del
mismo, es poco persistente en el cuerpo. Para mejorar esto, el dominio extracelular de la subunidad alfa del receptor
de IgE, o un fragmento del mismo, puede modificarse mediante diversos métodos. Como ejemplo del método de
modificacién, se puede unir polietilenglicol (PEG). Como otro ejemplo del método de modificacidén, se puede unir al
mismo una regién Fc de una inmunoglobulina. Como se describe en este documento, ademés de una forma nativa de
inmunoglobulina Fc, se usa una regién Fc modificada.

Ademas, como se usa en este documento, el término "regién Fc modificada" significa una regién en la que se ha
modificado una parte de una porcién Fc de un anticuerpo. Aqui, el término "regién Fc" se refiere a una proteina que
contiene la regién constante 2 de la cadena pesada (CH2) y la regién constante 3 de la cadena pesada (CH3) de una
inmunoglobulina, y no contiene regiones variables de cadenas pesadas y ligeras, ni regién constante de cadena ligera
1 (CH1) de una inmunoglobulina. En particular, la regién Fc modificada significa una regién obtenida sustituyendo
algunos aminoacidos en la regién Fc o combinando diferentes tipos de regiones Fc. Especificamente, la regiéon Fc
modificada tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. Ademas, como se describe en este documento, la
regiéon Fc modificada de SEQ ID NO: 2 puede estar codificada por un polinucleétido que tiene la secuencia de SEQ ID
NO: 6.

Ademas, la regién Fc modificada descrita en este documento puede tener cadenas de azucar en una forma nativa,
cadenas de azlcar aumentadas con respecto a una forma nativa, o cadenas de azlcar disminuidas con respecto a
una forma nativa, o puede estar en la forma de cadena de azlcar eliminada. Como se describe en este documento,
las cadenas de azUcar Fc de inmunoglobulina pueden modificarse mediante métodos convencionales tales como
métodos quimicos, métodos enziméticos y métodos de ingenieria genética que usan microorganismos.

Como se describe en este documento, la regién Fc modificada puede ser una regién que carece de funciones de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y de citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)
debido a que no tiene un sitio de unién para FcyR o C1q.

Ademas, como se describe en este documento, el FceRIla-ECD o un fragmento del mismo se puede unir a una region
Fc de tipo salvaje o Fc modificada mediante un enlazante. Como se describe en este documento, el enlazante puede
estar compuesto de 20 a 60 aminoacidos consecutivos, de 25 a 50 aminoéacidos consecutivos o de 30 a 40
aminoacidos. En un ejemplo, el enlazante puede estar compuesto de 30 o 49 aminoacidos como se muestra a
continuacién. Ademas, el enlazante puede contener al menos una cisteina. Especificamente, como se describe en
este documento, el enlazante puede contener una, dos o tres cisteinas. Preferiblemente, como se describe en este
documento, el enlazante puede contener una cisteina. En un ejemplo, el enlazante puede ser una regién bisagra
derivada de un anticuerpo IgD. Ademas, como se describe en este documento, el enlazante puede ser una variante
bisagra obtenida modificando la regién bisagra del anticuerpo IgD. Como se describe en este documento, la variante
bisagra se puede obtener modificando algo en una secuencia bisagra del anticuerpo IgD para minimizar la generacion
de formas truncadas durante un procedimiento de produccién de proteinas.

En un ejemplo, la bisagra puede contener la siguiente secuencia:

Arg Asn Thr Gly Arg Gly Gly Glu Glu Lys Lys Xaa1 Xaa2 Lys Glu Lys Glu Glu GIn Glu Glu Arg Glu Thr Lys Thr Pro Glu
Cys Pro (SEQ ID NO: 17), donde Xaa1 puede ser Lys o Gly, y Xaa2 puede ser Glu, Gly o Ser. Especificamente, como
se describe en este documento, el enlazante puede tener la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3y SEQ ID
NO: 19, minimizando asi la generacién de formas truncadas durante un procedimiento de produccién de proteinas.

En otro ejemplo, la bisagra puede contener la siguiente secuencia:

Ala GIn Pro GIn Ala Glu Gly Ser Leu Ala Lys Ala Thr Thr Ala Pro Ala Thr Thr Arg Asn Thr Gly Arg Gly Gly Glu Glu Lys
Lys Xaa3 Xaa4 Lys Glu Lys Glu Glu GiIn Glu Glu Arg Glu Thr Lys Thr Pro Glu Cys Pro (SEQ ID NO: 18), donde Xaa3
puede ser Lys o Gly, y Xaa4 puede ser Glu, Gly o Ser. Especificamente, como se describe en este documento, el
enlazante puede tener la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4, minimizando asi la generacion de formas
truncadas durante un procedimiento de produccién de proteinas.

En particular, como se describe en este documento, en el enlazante que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 4, al menos uno de los Thr puede estar glicosilado. Especificamente, como se describe en este documento,
entre los aminoacidos de SEQ ID NO: 18, los Thr 13°, 14°, 18°y 19° pueden estar glucosilados. Preferiblemente, como
se describe en este documento, los cuatro aminoacidos pueden estar glucosilados. En este caso, la glucosilacién
puede ser O-glucosilacién.

IgETrAP, que es un ejemplo del polipéptido con capacidad de unidn a IgE de la presente divulgacién, significa una
proteina de fusién Fc de un dominio extracelular FceRlo y un dominio Fc hibrido IgD/IgG4. El receptor FceR de IgE Fe
consta de una cadena a, una cadena [} y dos cadenas vy idénticas unidas por enlaces disulfuro. FceRIP y FceRly no
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tienen dominio extracelular. Sin embargo, FceRla tiene dos dominios extracelulares relacionados con
inmunoglobulinas y participa en la unién de IgE. De este modo, para producir un inhibidor de IgE mas seguro y eficaz,
se unié un dominio extracelular FceRlo humano a un dominio Fe hibrido IgD/IgG4 humano (Figuras 1y 2) para producir
IgETrAP. A diferencia del omalizumab, IgEtrap N0 se une a receptores de IgG y es probable que disminuya el riesgo de
anafilaxia mediada por IgG (Figuras 9 a 13). Ademas, IgEtrap tiene una afinidad por la IgE que es 69 veces mayor que
la del omalizumab. De este modo, IgETrap Seria mas seguro y eficaz que omalizumab como agente terapéutico para
la alergia alimentaria.

El polipéptido con capacidad de unién a IgE sirve para bloquear la unidén entre FceRla en las células efectoras y la
IgE. El Fc hibrido 1gD/IgG4 humano contiene el dominio CH2 superior de IgD y los ultimos dominios CH2 y CH3 de
IgG4, que no tienen un sitio de unién para FcyR o C1q (Figura 1). Sin embargo, este Fc hibrido puede tener un sitio
de unién para un receptor de Fc neonatal (Figura 1). Ademas, el peso molecular teérico de IgEtrap en forma
homodimérica es de aproximadamente 97.6 kDa. Sin embargo, su peso molecular real es de aproximadamente 150
kDa debido a la glucosilacién (Figura 6).

La proteina dimérica de polipéptidos con capacidad de unién a IgE no sélo tiene una excelente seguridad y persistencia
en el cuerpo en comparacién con los anticuerpos anti-IgE usados convencionalmente, sino que también se une muy
fuertemente a IgE debido a que tiene una capacidad de unién a IgE que es de aproximadamente 70- veces mayor que
el anticuerpo anti-IgE usado convencionalmente, el omalizumab, lo que permite un ciclo de administracién prolongado.
Ademas, la proteina dimérica de polipéptidos es una sustancia que se obtiene aplicando un Fc modificado, que tiene
IgE sola como objetivo Unico y no se une a un receptor Fc gamma, y de este modo carece de las funciones de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y de citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Por
lo tanto, a diferencia de los anticuerpos anti-IgE convencionales que contienen una regién Fc de IgG1, la proteina
dimérica de polipéptidos no se une a un receptor Fc gamma y, de este modo, puede inhibir la liberacién de mediadores
causada por estar unida al receptor Fc gamma en la superficie de los mastocitos. Por lo tanto, el polipéptido con
capacidad de unién a IgE puede minimizar los efectos secundarios intensos tales como la aparicién de anafilaxia que
puede ser causada por la unién entre IgG1 y el receptor Fc gamma Il en los mastocitos. De acuerdo con lo anterior,
la proteina dimérica de polipéptidos se puede usar como una nueva composicién farmacéutica que puede reemplazar
a los agentes terapéuticos que contienen un anticuerpo anti-IgE convencional.

Ademas, un ejemplo del polipéptido con capacidad de unién a IgE que se proporciona en la presente divulgacion
puede estar en forma de un monémero. Como se describe en este documento, en el caso donde no hay cisteina en
el enlazante usado, el polipéptido puede estar en forma monomérica.

El polipéptido con capacidad de unién a IgE, proporcionado por la presente invencién, es un dimero de polipéptido.
Aqui, como se describid anteriormente, el dimero de polipéptido esta en una forma en la que dos mondémeros estan
unidos entre si y cada monémero se obtiene mediante la unién entre un dominio extracelular de una subunidad alfa
de un receptor Fc de IgE y una regién Fc modificada. Como se describe en este documento, el dimero de polipéptido
puede estar en una forma en la que los mismos dos monémeros estédn unidos entre si mediante cisteina ubicada en
un sitio enlazante. Ademés, como se describe en este documento, el dimero de polipéptido puede estar en una forma
en la que dos monémeros diferentes estén unidos entre si. Por ejemplo, en el caso de que los dos monémeros son
diferentes entre si, el dimero de polipéptido puede estar en una forma en la que un monémero contiene el dominio
extracelular de la subunidad alfa del receptor Fc de IgE, y el otro monémero contiene un fragmento del dominio
extracelular de la subunidad alfa del receptor Fc de IgE. Aqui, un ejemplo del monémero puede tener la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21 0 SEQ ID NO: 22.

También se divulga en este documento una composicidén farmacéutica para tratar o prevenir una enfermedad alérgica,
que comprende una composicién que contiene, como ingredientes activos, probiéticos y un polipéptido con capacidad
de unién a IgE.

Los probidticos y el polipéptido con capacidad de unién a IgE son como se describen anteriormente. Se puede
determinar apropiadamente una cantidad de mezcla de los probiéticos y el polipéptido con capacidad de unién a IgE
en la composicién. En un ejemplo, los probibticos en la composiciéon pueden estar contenidos en una cantidad de 1 x
10° ufc a 1 x 10'2 ufc. Alternativamente, como se describe en este documento, los probiéticos en la composicion
pueden estar contenidos en una cantidad de 1 x 10% ufc a 1 x 10" ufc, 1 x 107 ufc a 1 x 10'° ufc, 0 1 x 10° ufc a 5 x
10° ufc. Ademas, como se describe en este documento, el polipéptido con capacidad de unién a IgE puede estar
contenido en una cantidad de, pero no se limita a, 0.1 uga 5 mg, 0.5ug a1 mg, 1 ug a 500 ug, 10 ug a 400 ug, o 200
ug a 300 ug. Ademas, como se describe en este documento, se puede alterar apropiadamente la proporcién de mezcla
de los probiéticos y el polipéptido con capacidad de unién a IgE en la composicion.

En la presente memoria descriptiva, "enfermedad alérgica" significa un sintoma patolégico causado por una reaccién
alérgica mediada por la activacién de los mastocitos tal como la desgranulaciéon de los mastocitos. Como se describe
en este documento, dichas enfermedades alérgicas incluyen alergia alimentaria, dermatitis atépica, asma, rinitis
alérgica, conjuntivitis alérgica, dermatitis alérgica, dermatitis alérgica de contacto, anafilaxia, urticaria, prurito, alergia
a insectos, urticaria idiopatica crénica, alergia a farmacos y similares. En particular, como se describe en este
documento, las enfermedades alérgicas pueden estar mediadas por IgE.
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En un ejemplo, un polipéptido con capacidad de unién a IgE que contiene un dominio extracelular FceRla bloquea la
unién de IgE a FceRI en células efectoras mediante su unién con IgE y, de este modo, puede denominarse IgEtrap.
Ademas, como se describe en este documento, se identificd que B. longum puede mejorar el efecto terapéutico de
IgETrRAP ¥ disminuir notablemente la dosis de IgETrap requerida para el tratamiento.

En la composicién para tratar o prevenir una enfermedad alérgica de la presente divulgacién, un ingrediente activo
puede estar contenido en cualquier cantidad (cantidad eficaz) dependiendo del uso, la formulacién, el propésito de la
mezcla y similares, siempre que el ingrediente activo pueda exhibir propiedades actividad antialérgica. Como se
describe en este documento, una cantidad eficaz tipica del ingrediente activo se puede determinar dentro de un
intervalo de 0.001 % en peso a 20.0 % en peso basado en el peso total de la composicidén. Aqui, "cantidad eficaz" se
refiere a una cantidad de un ingrediente activo que es capaz de inducir un efecto antialérgico. Dicha cantidad eficaz
puede determinarse experimentalmente dentro de la experiencia habitual de los expertos en la técnica.

Como se describe en este documento, la composicidén farmacéutica puede contener ademas un portador
farmacéuticamente aceptable. Como portador farmacéuticamente aceptable, se puede usar cualquier portador
siempre que el portador sea una sustancia no téxica apropiada para su administracién a un paciente. Como se describe
en este documento, puede contener como portadores agua destilada, alcohol, grasa, cera y un sélido inerte. Como se
describe en este documento, la composicién farmacéutica también puede contener adyuvantes farmacolégicamente
aceptables (soluciones reguladoras y dispersantes). Como se describe en este documento, se puede usar cualquier
formulacién farmacéuticamente aceptable siempre que los probibticos y el polipéptido con capacidad de unién a IgE
puedan mantener su estabilidad en la formulacién.

Como se describe en este documento, la composicién farmacéutica puede contener, ademas de los ingredientes
activos, un portador farmacéuticamente aceptable y puede convertirse en una formulacién oral o parenteral
dependiendo de la via de administracion mediante un método convencional conocido en la técnica. Aqui, el término
"farmacéuticamente aceptable" significa que no tiene mas toxicidad de la que un sujeto al que se va a aplicar (recetar)
puede soportar sin inhibir la actividad del ingrediente activo.

En caso de que la composicién farmacéutica se convierta en una formulacién oral, como se describe en este
documento, la composicién farmacéutica se puede convertir en formulaciones tales como polvos, granulos,
comprimidos, pildoras, comprimidos recubiertos de azUlcar, capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones y obleas,
junto con portadores apropiados, segin métodos conocidos en la técnica. Como se describe en este documento, los
ejemplos de portadores farmacéuticamente aceptables apropiados pueden incluir azlcares tales como lactosa,
glucosa, sacarosa, dextrosa, sorbitol, manitol y xilitol, almidones tales como almidén de maiz, almidén de patata y
almidén de trigo, celulosas tales como celulosa, metilcelulosa, etilcelulosa, carboximetilcelulosa sédica e
hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona, agua, metilhidroxibenzoato, propilhidroxibenzoato, estearato de
magnesio, aceite mineral, malta, gelatina, talco, poliol, aceite vegetal y similares. En el caso de convertirse en
preparaciones, como se describe en este documento, las preparaciones se pueden llevar a cabo, segun sea necesario,
incluyendo diluyentes y/o excipientes tales como una carga, un extensor, un aglutinante, un agente humectante, un
desintegrante y un surfactante.

En caso de que la composicion farmacéutica se convierta en una formulacién parenteral, como se describe en este
documento, la composicién farmacéutica se puede convertir en preparaciones en forma de inyecciones, farmacos
transdérmicos, inhaladores nasales y supositorios, junto con portadores apropiados, de acuerdo con los métodos
conocidos en la técnica. En caso de prepararse en forma de inyecciones, como se describe en este documento, se
puede usar agua esterilizada, etanol, poliol tal como glicerol y propilenglicol, 0 una mezcla de los mismos, como
portador apropiado. Para el portador, como se describe en este documento, se pueden usar preferiblemente soluciones
isoténicas tales como solucién de Ringer, solucién salina regulada con fosfato (PBS) que contiene trietanolamina, agua
estéril para inyeccion y dextrosa al 5 %, y similares.

La preparacién de la composicién farmacéutica es conocida en la técnica y, especificamente, se puede hacer
referencia a Remington's Pharmaceutical Sciences (192 ed., 1995) y similares.

Una dosificacién diaria preferible de la composicién farmacéutica de la presente divulgacién oscila entre 0.01 ug/kg y
10 g/kg, y preferiblemente entre 0.01 mg/kg y 1 g/kg, dependiendo del estado del paciente, peso corporal, sexo, edad,
gravedad de la enfermedad o via de administracién. Como se describe en este documento, la administracién se puede
realizar una o varias veces al dia.

Como se describe en este documento, el sujeto al que se puede aplicar (recetar) la composicién es un mamifero y un
ser humano, siendo particularmente preferido un ser humano. Como se describe en este documento, la composicién
antialérgica puede comprender ademas, ademés del ingrediente activo, cualquier compuesto o extracto natural, sobre
el cual ya se ha verificado la seguridad y del que se sabe que tiene actividad antialérgica, con el fin de aumentar y
reforzando la actividad antialérgica. Como se describe en este documento, la composicién farmacéutica puede
comprender ademas reticulo endoplasmético extracelular aislado de Bifidobacterium longum KACC 91563.

También se divulga en este documento una composicién alimentaria funcional para la salud para la mejora o alivio de
un sintoma alérgico, que comprende una composicidn que contiene, como ingredientes activos, probiéticos y un

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2969 110 T3

polipéptido con capacidad de unién a IgE. Como se describe en este documento, la composicién alimentaria puede
comprender ademés, como ingrediente activo, reticulo endoplasmatico extracelular aislado de Bifidobacterium longum
KACC 91563.

Mientras tanto, la composicién alimentaria de la presente divulgacién puede comprender ademas un portador
sitolégicamente aceptable. Ademas, como se describe en este documento, la composicién alimentaria se puede usar
junto con otro alimento o ingrediente alimentario, y se puede usar adecuadamente segin métodos convencionales.
Como se describe en este documento, la cantidad de mezcla del ingrediente activo se puede determinar
adecuadamente segln su uso previsto (prevencidn, salud o tratamiento terapéutico).

No existe ninguna limitacién particular sobre el tipo de alimento. Ejemplos de alimentos incluyen carnes, salchichas,
pan, chocolates, dulces, snacks, dulces, productos lacteos, incluidos helados, diversas sopas, bebidas, té, refrescos,
bebidas alcohélicas y complejos vitaminicos. Se incluyen todos los alimentos saludables funcionales en el sentido
convencional. Como se describe en este documento, los alimentos a los que se pueden agregar las sustancias
anteriores contienen ingredientes que por lo general se agregan durante la fabricacién, y ejemplos de ingredientes
incluyen proteinas, carbohidratos, grasas, nutrientes, agentes saborizantes y condimentos. Como se describe en este
documento, los carbohidratos mencionados anteriormente son azUlcares tipicos, por ejemplo, un monosacarido tal
como glucosa y fructosa, un disacérido tal como maltosa y sacarosa, y un polisacérido tal como dextrina y ciclodextrina,
y alcohol de azucar tal como xilitol, sorbitol, y eritritol. Como se describe en este documento, como agente
aromatizante, se puede usar un agente aromatizante natural tal como taumatina y un extracto de estevia, un agente
aromatizante sintético tal como sacarina y aspartamo, o similares.

Por ejemplo, en caso de que la composicién alimentaria de la presente divulgacién se prepare como una bebida, la
puede contener ademas é&cido citrico, fructosa liquida, azlcar, glucosa, acido acético, acido mélico, jugo, extracto o
similares.

Ademas de lo anterior, la composicién de la presente divulgacién puede contener diversos nutrientes, vitaminas,
electrolitos, saborizantes, colorantes, 4cido péctico y sales de los mismos, 4cido alginico y sus sales, 4cidos organicos,
espesantes coloides protectores, agentes de ajuste del pH, estabilizantes, conservantes, glicerina, alcohol, agentes
carbonatados usados en bebidas carbonatadas y similares. Ademas, la composicién de la presente divulgacién puede
contener pulpa para la produccién de bebidas de zumos de frutas y bebidas vegetales. Como se describe en este
documento, estos ingredientes se pueden usar de forma independiente 0 mezclados.

Ademas, la composicién alimentaria de la presente divulgacién puede caer dentro de cualquier categoria de producto
en clasificacién legal o funcional siempre que la composicién alimentaria cumpla con las regulaciones de aplicacién al
momento de ser fabricada y distribuida. Por ejemplo, la composicién alimentaria puede ser un alimento funcional para
la salud segln la Ley de Alimentos Funcionales para la Salud, o puede incluirse en dulces, frijoles, tés, bebidas,
alimentos para fines especiales o similares segun cada tipo de alimento en el Cédigo Alimentario de la Ley de Sanidad
Alimentaria (normas y especificaciones para alimentos, notificadas por Food and Drug Administration). Con respecto
a otros aditivos alimentarios que pueden estar contenidos en la composicién alimentaria de la presente divulgacién,
se puede hacer referencia al Cédigo Alimentario o al Cédigo de Aditivos Alimentarios segln la Ley de Sanidad
Alimentaria.

También se divulga en este documento un kit para tratar o prevenir una enfermedad alérgica, que comprende una
primera composicién que contiene probiéticos; y una segunda composicién que contiene un polipéptido con capacidad
de unién a IgE. Como se describe en este documento, la segunda composicién puede ser una composiciéon para
administracién subcutanea o intravenosa.

También se divulga en este documento un método para tratar o prevenir una enfermedad alérgica, que comprende
una etapa de administrar probidticos; y administrar un polipéptido con capacidad de unién a IgE.

Los probiéticos son como se describen anteriormente y pueden administrarse por via oral. Como se describe en este
documento, el polipéptido con capacidad de unién a IgE se puede administrar por via oral y se puede administrar por
via parenteral. Como se describe en este documento, la administracién parenteral se puede llevar a cabo mediante
un método tal como administracién subcutanea, administracién intravenosa, administracién mucosa o similares. En un
modelo de alergia alimentaria en ratones, se ha demostrado que IgEtrap N0 sélo reduce el nivel de IgE libre sino que
también disminuye el nUmero de mastocitos, aliviando asi los sintomas de alergia alimentaria (Figuras 21 a 26). Se
espera que una disminucidn del nimero de mastocitos causada por IgEtrap se deba al hecho de que la IgE aumenta
el niUmero de mastocitos al aumentar la tasa de supervivencia de los mastocitos. Ademés, la sobreproliferacion de
células caliciformes en el intestino delgado se inhibié significativamente mediante la administracién de IgEtrap vy B.
longum solos, y se inhibié alin mas en el momento de la administracién combinada (Figuras 23 a 26). Dado que se
sabe que las citocinas Th2, tales como la IL-13, inducen una proliferacién excesiva de células caliciformes, se espera
que IgEtrap, B. longum y una combinacién de los mismos mitiguen un entorno para las citocinas Th2 en el intestino
delgado. Como respaldo a esto, IgEtrap ¥ B. longum mostraron una tendencia a disminuir la expresién del ARNm de
IL-33, que participa en la promocién de la secrecion de IL-13, en el intestino delgado, mediante la activacion de las
células linfoides innatas tipo 2 (ILC2); y una combinacién de los mismos disminuyé significativamente la expresioén de
IL-33 de una manera mas eficaz (Figura 28). Ademas, la IL-33 no solo se secreta en los mastocitos activados por IgE,
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sino que también participa en la promocién de la desgranulacién de los mastocitos. De este modo, la IL-33 tiene una
estrecha correlaciéon con la gravedad de las alergias alimentarias. Esto sugiere que IgEtrap ¥ B. longum pueden
mejorar los sintomas de alergia alimentaria mediante diversos mecanismos.

Anteriormente, se habia informado que B. longum inducia la apoptosis de los mastocitos y mejoraba los sintomas
alérgicos a los alimentos, lo que concuerda con los resultados de los presentes inventores. Sin embargo, la
administracién diaria de B. longum para el tratamiento de la alergia alimentaria fue menos eficaz que la administracién
de IgEtrap solo. Sin embargo, B. longum mejord notablemente el efecto terapéutico de IgETrap (Figura 18), e IgETrapP
usado en combinacién con B. longum exhibié un efecto terapéutico similar al obtenido mediante la administracién de
IgETrAP SOlO en una dosis 10 veces mayor (Figura 19B). Ademas, se ha informado que algunas bacterias intestinales
pueden mejorar una enfermedad alérgica aumentando las células Treg o disminuyendo los niveles de citocinas IgE y
Th2. De este modo, se espera que otros probidticos ademas de B. longum sean capaces de mejorar el efecto
terapéutico de IgETtrap. De hecho, se identificd que se exhibe un efecto terapéutico elevado en el momento de la
administracién combinada de diversos tipos de probiéticos e IgEtrap (Figuras 29 a 34).

También se divulga en este documento un método para tratar o prevenir una enfermedad alérgica, que comprende
una etapa de administrar, a un individuo, el polipéptido con capacidad de unién a IgE y los probiéticos en combinacién.
Como se describe en este documento, el individuo puede ser un mamifero, preferiblemente un ser humano. Como se
describe en este documento, la administracién puede realizarse por via oral o parenteral. Como se describe en este
documento, el polipéptido con capacidad de unién a IgE y los probibticos se puede preparar en formulaciones
adecuadas para administracién oral. Ademas, como se describe en este documento, la administracién parenteral se
puede realizar mediante métodos tales como administraciéon subcutdnea, administracién intravenosa, administracion
mucosa y administracién muscular.

Descripcidn detallada de la invencién

En lo que sigue, la presente invencién se describira con méas detalle con referencia a los siguientes ejemplos.
Materiales y métodos

Construccién de linea celular para IgEtrap Yy purificacién de la misma.

Se construy6 una secuencia de nucleétidos de IgETrap Uniendo el extremo C (del 26° al 205°) del dominio extracelular
FceRla al extremo N del dominio Fc hibrido IgD/IgG4 (IgD, del 133° al 1709, 1gG4, del 121° al 327°). La proteina se
expreso en células DG44 de ovario de hamster chino deficientes en dihidrofolato reductasa. IgETrap se purificé usando
la columna HiTrap rProtein A FF (GE Healthcare) y su pureza se identific6 mediante SDS-PAGE en condiciones
reductoras y no reductoras.

Modelado de estructuras 3D

Se disefid un modelo estructural de IgEtrap usando WinCoot y se construy6 con el software PyMOL sobre la base de
informacién sobre FceRla (acceso PDB 1F6A) e IgD/IgG4 Fec (acceso PDB 1ADQ) del Protein Data Bank.

Ensayo de resonancia de plasmdn superficial (SPR)

Elensayo SPR se realizé usando el aparato ProteOn XPR36 (Bio-Rad). Se identific un grado de unién del omalizumab
e IgEtrap a la IgE humana (Calbiochem) mediante analisis cinético. Se inmovilizaron 850 unidades de respuesta (RU)
del omalizumab en solucién reguladora acetato (pH 5.5) y 500 RU de IgETrap en solucién reguladora de acetato (pH
4.0) en el chip sensor ProteOn™ GLC (Bio-Rad). Se us6 PBS que contenia Tween-20 como solucion reguladora de
funcionamiento y se fijé un caudal de 30 ul/min. Se analizé un grafico de cada conjunto de datos usando el software
ProteOn Manager (Bio-Rad).

Ensayo de interferometria de biocapa (BLI)

Se identific6 el grado de unién de IgEtrap ¥ omalizumab a los receptores de IgG usando el sistema Octet RED384
(Pall ForteBio, CA, EE. UU.). Las proteinas recombinantes FcyRI, FcyRIIA, FeyRIIB, FeyRINA y FeyRIIIB (R & D
Systems Inc., 5 pg/ml) que se habian diluido en solucién reguladora acetato 300 mM (pH 5) se inmovilizado en el
biosensor Amine Reactive 2 Generation (AR2G) activado por una combinacién de EDC 400 mM y sulfo-NHS 10 mM.
Luego, se midi6 la asociacién y la disociacién de IgEtrap ¥ omalizumab en diversas concentraciones, respectivamente,
durante 300 segundos. Aqui, la solucién reguladora cinética usada fue PBS que contenia 0.1 % de Tween-20y 1 %
de suero bovino, y todos los experimentos se llevaron a cabo a 30 °C con un agitador de placas de muestra a una
velocidad de 1,000 rpm.

Ensayo de liberacién de p-hexosaminidasa

Se cultivaron mastocitos derivados de la médula 6sea (BMMC) a 37 °C en RPMI que contenia 10 % de FBS inactivado
por calor, 10 ng/mL de IL-3 de ratén (PeproTech, Inc.) y 50 ng/ml de SCF de ratén (PeproTech, Inc.). Antes del analisis,
se incubaron 1 ug/mL de IgE anti-dinitrofenilo (Sigma-Aldrich) y diversas concentraciones de IgEtrap @ temperatura
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ambiente durante 30 minutos. Los mastocitos derivados de la médula 6sea se incubaron en una mezcla de IgE anti-
dinitrofenilo (Sigma-Aldrich) e IgETrap @ 37 °C, durante 30 minutos, y se les agreg6 0.1 pg/ml de IgE anti-dinitrofenilo.
El resultante se incubd nuevamente a 37 °C, durante 30 minutos. El sobrenadante del cultivo se recogié y se incubd
con p-nitrofenil-N-acetil-3-D-glucosaminida 3 mM a 37 °C, durante 20 minutos. Se agregd solucién reguladora
carbonato de sodio 0.1 M (pH 10) para detener la reaccién y se midi6é la absorbancia a 405 nm. Se calculé una
proporcidén de B-hexosaminidasa liberada en comparacién con un contenido intracelular total de BMMC disueltos con
Triton X-100 al 0.1 %.

Induccidn de alergia alimentaria y administracién de B. longum.

Los dias 0 y 14, se administraron por via intraperitoneal a ratones 50 ug de OVA (Grado V; Sigma-Aldrich) y 1 mg de
adyuvante de sulfato de aluminio y potasio (Sigma-Aldrich). Después de 14 dias, a los ratones se les administrd por
via oral 50 mg de OVA (Grado lll; Sigma-Aldrich) 5 veces a intervalos de 2 dias. Los ratones estuvieron en ayunas
durante aproximadamente 4 a 5 horas antes de la administracién oral de OVA. La aparicién de diarrea se evalud
monitorizando a los ratones durante hasta 1 hora después de la inoculacién de OVA. B. fongum se liofilizé y se mezcld
con alimento en polvo para ratones a 3 10° ufc/g. A los ratones se les permitié acceso ad libitum al alimento. Para
mantener la frescura, el alimento para ratones mezclado con B. longum se reemplazé cada 2 o 3 dias.

Histologia

El yeyuno del intestino delgado se fijé con paraformaldehido al 4 % y se incluyé en parafina para formar un bloque.
Luego, se produjo un portaobjetos de corte en parafina. El portaobjetos se desparafinizd y los mastocitos se tifieron
con un kit de cloroacetato esterasa de naftol AS-D (Sigma-Aldrich). Para las células caliciformes, el portaobjetos se
tifd con un kit de tinciéon con é&cido peryédico de Schiff (ScyTek Laboratories, Inc.). Se tomd una imagen del
portaobjetos tefiido usando Pannoramic MIDI (3D HISTECH Ltd.).

ELISA

Se usaron el kit ELISA de IgE total de ratdn (BioLegend) y el kit ELISA MCPT-1 (Invitrogen) segln el protocolo del
fabricante para medir las concentraciones totales de IgE y MCPT-1 en suero de ratén. Para medir la IgE libre, la placa
se recubrié con 1 mg/mL de IgETrap ¥ Se dejé reaccionar durante la noche a 4 °C. El resto del anélisis se realizd segun
el protocolo del fabricante para el kit Mouse Total IgE ELISA.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de todos los datos se realizé usando el software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc.).
Se usé el analisis de la curva de supervivencia de Kaplan-Meier con ensayo de rango logaritmico (Mantel-Cox) para
calcular la aparicién de diarrea. Se usé ANOVA unidireccional con la prueba de comparacién multiple de Newman-
Keuls para identificar diferencias significativas en la prueba.

|. Preparacién y caracterizacién de IgEtrap.
Ejemplo 1. Preparacién de polipéptido que contiene FceRIla-ECD vy regién Fc modificada

Se prepard un polipéptido C-terminal modificado del dominio extracelular (FceRIa-ECD) de la subunidad alfa del
receptor Fc de IgE segun el método descrito en la Patente de los Estados Unidos No. 7,867,491.

En primer lugar, se prepard una proteina de fusiéon que contiene el dominio extracelular de la cadena o de FceRI que
tiene la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 1 y la inmunoglobulina Fc modificada de SEQ ID NO: 2.
Especificamente, para expresar una proteina (FceRIaECD-Fc1), una proteina (FceRIcECD-Fc2) y una proteina
(FeeRIxECD-Fe3), que estaban unidas, respectivamente, mediante una bisagra de SEQ ID NO: 19, una bisagra de
SEQ ID NO: 3 y una bisagra de SEQ ID NO: 4, se clonaron casetes obtenidos uniendo el gen que codifica cada
proteina en los vectores pAD15 (Genexin, Inc.) para construir vectores de expresién de proteinas FceRIaECD-Fc.
Luego, cada uno de los vectores de expresién se transdujo en células CHO DG44 (del Dr. Chasin, Columbia University,
EE. UU.).

Aqui, en el momento de ser transducido en la linea celular, se transdujo simultdneamente un vector de expresion
obtenido clonando un gen de transferasa del acido a-2,6-sialico en el vector pCl Hygro (Invitrogen) para preparar por
separado lineas celulares que eran capaces de expresar las proteinas FceRIoaECD-Fc2ST y FceRIoECD-Fc3 ST a las
que se agregé acido siélico.

Como procedimiento de seleccién principal, la selecciéon de HT se llevd a cabo usando medio dFBS al 10 % libre de
5-hidroxitriptamina (HT) (Gibco, EE. UU., 30067-334), medio MEMa (Gibco, 12561, EE. UU., Cat No. 12561-049) y
medio HT+ (Gibco, EE. UU., 11067-030). Luego, se realizé la amplificacion con metotrexato (MTX) usando clones
seleccionados por HT para amplificar la productividad usando el sistema dihidrofolato reductasa (DHFR).
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Después de completar la amplificacién de MTX, se llevé a cabo un subcultivo aproximadamente de 1 a 5 veces para
la estabilizacién celular con el fin de evaluar la productividad. Posteriormente, se realizé una evaluacién de la
productividad unitaria de las células amplificadas con MTX. Los resultados se muestran en la tabla 1 a continuacién.

flabda 13
Yersiin Nedios Concentracide | Productividan
de WTR iCuitiva de 3 dias Cuftive discontione
w10 células (g}

iugimb

X

BT
R

AR

OHFR
slex-collka

Como se muestra en la tabla 1, la linea celular FceRIaECD-Fc3 exhibié una productividad de 16.9 ug/10° células
después de la amplificacién con metotrexato a 2 uM. Por otro lado, la linea celular FceRIcECD-Fe3 (FceRIaECD-
Fc3ST) cotransducida con 2,6-transferasa de acido sialico exhibié una productividad de 17.5 ug/10° células después
de la amplificacién con metotrexato a 1 uM. Ademas, la linea celular FceRIoaECD-Fc2 exhibié una productividad de
20.9 ug/10® células en las condiciones de amplificacién con metotrexato a 0.5 uM. Ademas, la linea celular
FceRIaECD-Fc2 (FceRIoECD-Fc2ST) cotransducida con 2,6-transferasa de acido sialico mostré una productividad de
25.1 ug/10° células después de la amplificacion con metotrexato a 0.1 uM. Es decir, se identifico que la linea celular
FceRIaECD-Fc2 cotransfectada con 2,6-acido sialico transferasa, que habia sido seleccionada bajo las condiciones
de amplificacién con metotrexato a 0.1 uM, exhibia la productividad mas excelente.

Ejemplo 2. Purificacién de la proteina de fusién FceRIlo ECD e identificacion de su pureza

Entre las lineas celulares seleccionadas en el ejemplo 1 anterior, i) FceRIcECD-Fe3, i) FeeRIoECD-Fe3 ST, vy iii)
FceRIaECD-Fc2ST se cultivaron a una escala de 60 ml mediante un método de cultivo por lotes. Los cultivos
resultantes se purificaron usando una columna de afinidad de proteina A y luego las proteinas purificadas se
sometieron a SDS-PAGE y HPLC de exclusién por tamafio (SE-HPLC) para identificar la pureza de las proteinas.

Como se muestra en las figuras 3A y 3B, se identificé que todas las proteinas respectivas purificadas mediante el
método SE-HPLC tienen una pureza del 93 % o superior. Ademas, como resultado del analisis SDS-PAGE, se identificd
que se detectaron proteinas que tenian tamafios de aproximadamente 150 kDa y aproximadamente 75 kDa,
respectivamente, en las condiciones no reductoras y reductoras (Figura 3A, Carriles 1 a 6). A partir de esto se descubrid
que el FceRIoECD unido a Fc forma un dimero. Ademés, no se observaron impurezas tales como una forma truncada
en los resultados de SDS-PAGE. En particular, incluso después del procedimiento de descongelacién/congelacién
(Figura 3A, Carriles 7 a 9), se identificé que todas las proteinas tienen una pureza del 93 % o superior y no tienen
impurezas. Aqui, se realizé Gel-IEF bajo las siguientes condiciones de prueba para identificar un grado de contenido
de acido sialico en las proteinas después de la introduccién de la transferasa de acido sialico. A partir de esto, se
identificé que el contenido de proteinas &cidas aumentaba debido al mayor contenido de &cido siélico.

{tatda 23
Condiciones de s prusha
G {pH 3-10 gel IEF 1.0 mm
Sodtcion reguiadora de s muestra Solnciin requiadera de Ia muesira IEF (234}
Condickndecarga HEVIh 2OV IROV2Y 20000

Para identificar la reproducibilidad del rendimiento de la purificacidn, la linea celular FceRIcECD-Fc2ST se cultivé por
lotes en un matraz de 1 L a una escala de 250 ml y se purific6 usando una columna de afinidad de proteina A.
Posteriormente, el sobrenadante del cultivo y el producto purificado se sometieron a funcionamiento en un gel TGX™
del 4 % al 15 % (Bio-Rad Laboratories, Inc.) durante 30 minutos en una condicién de solucién reguladora Tris-Glicina
SDS (TGS) y 200 V y luego sometido a anélisis SDS PAGE. Como resultado, se identificé que las proteinas con una
pureza muy alta (98 % o superior) se purificaron incluso con solo la primera etapa de purificacién y las proteinas se
expresaron con una pureza muy alta incluso en el sobrenadante del cultivo. Esto indica que las etapas de desarrollo
del procedimiento se pueden simplificar al desarrollar la proteina FceRIcECD-Fc, que se expresé en la linea celular
en cuestién, en un producto médico y, como resultado, es muy probable que el coste de desarrollo del producto médico
se reducira notablemente.

Ejemplo experimental 1. Identificacién de la capacidad de unién de la proteina de fusién FceRIcECD a IgE
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Se midié comparativamente la capacidad de unién a IgE para las cuatro proteinas, i) FceRIaECD-Fc2, ii) FceRIaECD-
Fc28T, iii) FceRIaECD-Fe3 y iv) FeeRIcECD-Fe3ST que se habia purificado mediante el método del ejemplo 2 anterior,
y el anticuerpo anti-IgE disponible comercialmente, el omalizumab (nombre comercial: Xolair). Especificamente, la
capacidad de unién a IgE se midié recubriendo IgE en el canal del chip sensor Protein GLC (Bio-Rad Laboratories,
Inc.) y haciendo que el omalizumab o cada proteina FceRIxECD-Fc en diversas concentraciones fluyeran a un caudal
de 30 pl por minuto.

Los experimentos se realizaron identificando la base cero usando NaOH 25 mM como solucién reguladora de
regeneracién y luego repitiendo las etapas anteriores. Posteriormente, se identific6 una curva de unién usando un
analizador de unién a proteinas (ProteOn XPR36, Bio-Rad Laboratories, Inc., EE. UU.). Los resultados se muestran
en latabla 3y en las figuras?7 y 8. IgEtrap en la figura 8 significa FceRIxECD-Fc2ST, que es un ejemplo del polipéptido
con capacidad de unién a IgE.

fTabla 3]

Fhementos de muesiis

| fibsencaciones

Afinidad | k2 {tasa d
deunion | ssociacibm

i1 9 veres mas debil gus omatizumab
VL5 veres mas debnf gue omalizumal

12 8 veoes ands debil que omalizumab
118 veces ns debil que oochzumsh

73 veves mefor gue snahzumab

1 408 veres mafor gue omalizumah

£ 30 veree o
35 veces mejer que apralizumab

(B veces miefor que amalizumab
{22 veoes mejor GUE o

Como se muestra en la tabla 3, se midié que el valor de la tasa de asociacidn (ka) del dimero de polipéptido segln un
ejemplo era de 1.5 a 2.0 veces menor que el del omalizumab. Es decir, se encontré que su capacidad de unidén a
sustancias distintas de la IgE era de 1.5 a 2.0 veces menor que la del omalizumab. Ademas, se midié que el valor de
la tasa de disociacién (kd) del dimero de polipéptido de ejemplo era de 40 a 106 veces mayor que el del omalizumab.
Ademas, como se muestra en las figuras7 y 8, se pudo identificar que el omalizumab perdi6é su unién a IgE en el caso
de que ha pasado un cierto periodo de tiempo después de la unidén, mientras que una vez que el dimero de polipéptido
de la proteina de fusién FceRIxECD se une a IgE, el dimero de polipéptido no se separd de la IgE. Es decir, se puede
observar que el dimero de polipéptido no se separa facilimente de la IgE y tiene una capacidad mucho mejor para
mantener su estado unido que el omalizumab. Como resultado, se descubrié que el dimero de polipéptido de ejemplo
tiene un valor de constante de disociacién de equilibrio (KD <kd/ka>) que era de 22 a 69 veces mayor que el del
omalizumab.

A partir de esto, se puede observar que la proteina de fusién FceRIoxECD tiene una capacidad de unidén notablemente
aumentada a IgE en comparacién con el omalizumab. En particular, se identificé que el FceRIcECD-Fe2 (FceRIaECD-
Fc28T) al que se agregé acido sialico exhibe la mayor capacidad de unién a IgE, que era 69 veces mayor que la del
omalizumab. En particular, para FceRIcECD-Fc2ST, la tasa de asociacién (Ka) y la tasa de disociacion (Kd) de IgEtrap
fueron aproximadamente 1.5 veces y 94.5 veces més bajas que omalizumab, respectivamente (Figuras 7 y 8, y Tabla
4). Anteriormente se informé que la IgE se disociaba muy lentamente del FceRla. Se identificd que IgETrap también se
disociaba muy lentamente (Figura 8). Como resultado, la capacidad de unién de IgEtrap @ IgE humana fue 69 veces
mayor que la del omalizumab (Figura 8 y Tabla 4).

Ejemplo experimental 2. Identificacién de la capacidad de unién de IgEtrap a receptores de IgG mediados por IgG
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IgETrAP NO se une a receptores de IgG de baja afinidad asociados con la anafilaxia mediada por IgG. Dado que se
esperaba que la anafilaxia, un efecto secundario importante del omalizumab, fuera causada por la posibilidad de unirse
a un receptor de IgG de baja afinidad, se us6 el ensayo BLI para comprobar la capacidad de unidén de IgEtrap a los
receptores de IgG mientras se usaba el omalizumab como control. Especificamente, se identificé un grado de unién
de IgETtrapP ¥ €l omalizumab a los receptores de IgG usando el sistema Octet RED384 (Pall ForteBio, CA, EE. UU.).

Las proteinas recombinantes FcyRI, FcyRIIA, FeyRIIB, FeyRINA Yy FeyRINB (R & D Systems Inc., 5 pg/ml) que se habian
diluido en solucién reguladora acetato 300 mM (pH 5) se inmovilizado en el biosensor Amine Reactive 2 Generation
(AR2G) activado por una combinacién de EDC 400 mM vy sulfo-NHS 10 mM. Luego, se midi6 la asociacién y la
disociacién de IgE. y el omalizumab en diversas concentraciones, respectivamente, durante 300 segundos. En este
caso, la solucién reguladora cinético usado fue PBS que contenia 0.1 % de Tween-20 y 1 % de suero bovino, y todos
los experimentos se llevaron a cabo a 30 °C con un agitador de placas de muestra a una velocidad de 1,000 rpm.

Como se esperaba, el omalizumab mostré una capacidad de unién significativa a FcyRI, un receptor de IgG de alta
afinidad, asi como a receptores de IgG de baja afinidad tales como FeyRIIA, FeyRIIB, FeyRINAY FeyRIIIB (Figuras 9 a
14). Esto significa que, a diferencia del omalizumab, IgETrap N0 puede unirse a receptores de 1gG tales como FeyRIIA
y FceyRIIl y, de este modo, tiene un riesgo muy bajo de inducir anafilaxia mediada por IgG (Figuras 9 a 14). Las
capacidades de unién del omalizumab e IgEtrap a los receptores de IgG se cuantificaron y se muestran en la figura
14.

Ejemplo experimental 3. Identificacién de la actividad de la proteina de fusién FceRlo ECD mediante ensayo de beta-
hexosaminidasa en mastocitos derivados de médula 6sea de ratén

Se realiz6 un ensayo de beta-hexosaminidasa para el anélisis de la actividad in vitro de la proteina de fusién
FceRIaECD. Especificamente, se mezcl6 una proteina FceRIaECD-Fc2 de ejemplo, en cada concentracion, con IgE
de ratén (1 ug/mL) y se incubé a temperatura ambiente (20 °C) durante 30 minutos para preparar muestras. Los
mastocitos derivados de médula bsea de ratén en cultivo para la activacién de los mastocitos se lavaron con solucién
reguladora de solucién salina equilibrada de Hank (HBSS) para eliminar el medio y se midié el nUmero de células.
Luego, se hizo un ajuste para que se inyectaran 5 x 10° células en 40 pL de solucién reguladora HBSS.

Luego, se agregaron 50 uL de la solucién de muestra preparada mediante la preincubacion a los mastocitos activados.
Luego, el resultado se incubd en una incubadora con CO; al 5 % a 37 °C, durante 30 minutos. Posteriormente, tras la
adicién de cada 10 puL de DNP (2,4-dinitrofenol, 100 ng/mL), que es un antigeno extrafio, se realiz6 nuevamente la
incubacién a 37 °C, durante 30 minutos en CO, al 5 %, y luego se separaron 30 uL del sobrenadante. Se mezclaron
bien 30 ul del sobrenadante separado y 30 ul del sustrato (4-nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminida, 5.84 mM) y luego
se incubaron a 37 °C, durante 20 minutos en CO» al 5 %. Luego, se agregaron 140 JL de solucidén reguladora de
carbonato de sodio 0.1 M (pH 10) como solucién de parada para terminar la reaccidén. Posteriormente, se midi6 la
absorbancia a 405 nm para identificar la cantidad de secrecién de -hexosaminidasa secretada por el antigeno extrafio
en los mastocitos activados. Los resultados se muestran en la figura 15A.

IgETrAP inhibi6 la desgranulacién de los mastocitos de una manera dependiente de la dosis con 0.45 pg/ml de |Csg
(concentracion de farmaco necesaria para mostrar el efecto inhibidor del 50 %) en presencia de 1 ug/ml de IgE de
raton (Figura 15A). IgETtrap inhibié completamente la desgranulacién de los mastocitos derivados de la médula 4sea
en una proporcién molecular de IgE:IgEtrap de 0.79 (Tabla 5).

Especificamente, como se muestra en la figura 15A, el dimero de polipéptido de ejemplo exhibidé una proporcidén de
inhibicién de los mastocitos de aproximadamente 49.4 % en el caso de tener la mitad (0.5 ug/mL) de la concentracion
de IgE de ratén, y exhibié una proporcién de inhibicién de los mastocitos de aproximadamente 99.4 % en el caso de
tener la misma concentracién (1 ug/mL) de IgE de raton. Es decir, se puede observar que la actividad inducida por IgE
de los mastocitos derivados de la médula ésea se suprime en gran medida mediante el dimero del polipéptido FceRla-
ECD de la presente invencién.

Ejemplo experimental 4. Comparacién de la actividad de la proteina de fusién FceRIoECD y el anticuerpo anti-IgE
humano usando el ensayo de PB-hexosaminidasa en mastocitos derivados de médula dsea que expresan FceRlI
humano

Se realiz6é un ensayo de (-hexosaminidasa para identificar la superioridad de la proteina de fusién FceRIaECD en
relacién con Xolair mediante un analisis de actividad in vitro. Los farmacos respectivos, FceRIcECD-Fc2ST (IgEtrar)
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y Xolair, se prepararon en cada concentracién y luego se mezclaron con IgE humana (1 ug/mL). Luego se realizé la
incubacién a temperatura ambiente durante 30 minutos. Durante la preincubacién del farmaco, se introdujo un gen
FceRl humano y se prepararon mastocitos derivados y diferenciados de la médula ésea de ratén, en la que se habia
eliminado el gen FceRI de ratén. Los mastocitos preparados se lavaron con solucién reguladora HBSS y luego se
inyectaron 5 x 10° células en 60 L de solucion reguladora HBSS. Se agregaron 20 uL de la muestra preincubada a
los mastocitos preparados y luego se incubaron en una incubadora con CO» al 5 % a 37 °C, durante 30 minutos.

Posteriormente, después de que se agregaran 20 uL de anticuerpo anti-IgE humano (BioLegend, Cat No. 325502, 0.5
ug/mL) para inducir una reaccién similar a un antigeno extrafio, y luego el resultado se incubd nuevamente en una
incubadora de CO; al 5 % a 37 °C, durante 30 minutos. Posteriormente, tras la centrifugacién a 1,500 rpm a 4 °C, se
separaron 30 uL del sobrenadante. Se mezclaron bien 30 uL del sobrenadante separado y 30 ulL del sustrato (4-
nitrofenil N-acetil-3-glucosaminida, 5.84 mM) y luego se incubaron en una incubadora con CO; al 5 % a 37 °C, durante
25 minutos. Luego, se agregaron 140 uL de solucién reguladora carbonato de sodio 0.1 M (pH 10) para terminar la
reaccion.

Posteriormente, se midié la absorbancia a 405 nm para comparar las cantidades relativas de PB-hexosaminidasa
secretada y se identificé un efecto inhibidor de la masa celular que dependia de la concentracién de cada farmaco.
Los resultados se muestran en la figura 15B. Como se muestra en la figura 15B, se midié que la ICsq de la proteina de
fusién FceRIxECD era de aproximadamente 11.16 ng/mL, y se midié6 que la ICsq de la proteina Xolair era de
aproximadamente 649.8 ng/mL. Por lo tanto, se identificé que la proteina de fusién FceRIxECD tiene una capacidad
inhibidora de la actividad de los mastocitos 58 veces mayor que Xolair.

Ejemplo experimental 5. Ensayo in vivo de la proteina de fusion FceRIcECD: modelo de alergia alimentaria

Se administraron por via intraperitoneal 50 ug de ovoalbimina (OVA) y 1 mg de alumbre a ratones Balb/c (Orientbio
Inc.) dos veces en un intervalo de 14 dias para inducir la sensibilizacién. Posteriormente, se administraron por via oral
50 mg de OVA cinco veces en total los dias 28, 30, 32, 34 y 36, para inducir alergia alimentaria en los intestinos.

Después de administrar la OVA por via oral dos veces, es decir, el dia 31, los ratones se dividieron en tres grupos,
cada uno de los cuales contenia 7 ratones. Los tres grupos divididos fueron los siguientes: el primer grupo recibié la
proteina de fusion FceRIocECD-Fc2ST en una concentracion alta (200 ug), el segundo grupo recibié la proteina de
fusidén FceRIGECD-Fc2ST en una concentracién baja (20 ug) y el tercer grupo no recibié nada. Durante la
administracién oral de OVA, se identifico si la diarrea se produce debido a la induccidén de alergia alimentaria. Los
ratones se sacrificaron el dia 37 y se analizé el nimero de mastocitos en el intestino delgado, la concentracion de IgE
en sangre y la concentracién de la enzima (proteasa-1 de los mastocitos (MCPT-1)) de la desgranulacién de los
mastocitos en sangre en los ratones pertenecientes a cada grupo.

Como se muestra en la figura 16, se identific6 que los ratones pertenecientes al grupo que recibié FceRIoECD-Fc2ST,
que es un dimero de polipéptido, en una alta concentracién exhibe un efecto de alivio de la alergia alimentaria de una
manera dependiente de |la concentracidén, en comparacién con los ratones pertenecientes al grupo no recibieron nada.

Il. Preparacién de combinacion de polipéptido con capacidad de unién a IgE y probidticos e identificacién de su efecto.
Ejemplo 3: Cultivo y administracion de probiédticos.

L. casei (Lactobacillus casei, KACC 12413), Lc. lactis (Lactococcus lactis, KACC 13877), L. fermentum (Lactobacillus
fermentum, KACC 11441) y L. rhamnosus (Lactobacillus rhamnosus, KACC 11953) se inocularon en caldo MRS o
medio Brain Heart Infusion (BHI) y se cultivaron en una incubadora a 37 °C (N-Biotek Cat # NB201L) durante 24 horas.
Se cultivaron L. reuteri (Lactobacillus reuteri, KACC 11452) y S. thermophiles (Streptococcus thermophiles, KACC
11857) en una incubadora con agitacién (N-biotek) a 37 °C y 50 rpm durante 24 horas en vista de su naturaleza
aerobica.

Los probiéticos cultivados se disolvieron en un medio de liofilizacién que contenia 10 % de leche desnatada y 10 %
de sacarosa, y se liofilizaron usando un liofilizador (Labcono). Luego, el resultante se pulverizé. Para los probibticos
completos, se midié6 mediante dilucién en serie una unidad formadora de colonias (ufc) presente por gramo.

Los probiéticos liofilizados se alimentaron continuamente con 1 x 10° a 2.5 x 10° ufc por ratén usando una zonde oral
a intervalos de 2 a 3 dias durante el experimento. Se alimenté un control negativo con una cantidad igual de medio
liofilizado.

Ejemplo 4: Preparacién de una composiciéon que comprende probidticos y polipéptido con capacidad de unién a IgE

El polipéptido con capacidad de unién a IgE que se habia obtenido en el ejemplo 1 y los probiéticos obtenidos en el
ejemplo 3 se mezclaron para preparar una composicién para tratar

Ejemplo experimental 6. Identificacién del efecto de la proteina de fusién FceRla-Fc sobre la mejora de la alergia
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Se administraron por via intraperitoneal 50 ug de ovoalbimina (OVA) y 1 mg de alumbre a ratones Balb/c (Orientbio
Inc.) dos veces en un intervalo de 14 dias para inducir la sensibilizacién. Posteriormente, se administraron por via oral
50 mg de OVA cinco veces en total los dias 28, 30, 32, 34 y 36, para inducir alergia alimentaria en los intestinos. Los
ratones a los que se les habia inducido alergia alimentaria se dividieron en cinco grupos, cada uno de los cuales
contenia 7 ratones. Los cinco grupos divididos fueron los siguientes: el primer grupo recibié una proteina recombinante
FceRIaECD en una concentracidn alta (200 ug), el segundo grupo recibié la proteina recombinante FceRIxECD en
una concentracién baja (20 ug), el tercer grupo recibi6 la proteina recombinante FceRIaECD en una concentracion
alta (200 ug) mas B. longum, el cuarto grupo recibié la proteina recombinante FceRIaECD en una concentracién baja
(20 ug) més B. longum, y el quinto grupo no recibié nada.

Durante la administracién oral de OVA, se identificé si la diarrea se produce debido a la inducciéon de alergia
alimentaria. Los ratones se sacrificaron el dia 37 y se analizé el numero de mastocitos en el intestino delgado, la
concentracién de IgE en sangre y la concentracién de enzima (proteasa-1 de los mastocitos (MCPT-1)) con
desgranulacién de mastocitos en sangre se analizaron en los ratones pertenecientes a cada grupo. Como se muestra
en la figura 19B, se encontré que los ratones que pertenecen al grupo que recibié una combinacién del dimero de
polipéptido FceRIcECD y B. longum exhiben un efecto de alivio de la alergia alimentaria en comparacién con los
ratones que pertenecen al grupo que no recibié nada.

Ejemplo experimental 7. |dentificacién del efecto de la administracion combinada de IgEtrap ¥ probidticos sobre la
mejora de la alergia

Para evaluar el efecto de IgEtrap sobre la alergia alimentaria, se indujo diarrea aguda dependiente de la dosis en
ratones BALB/c para producir un modelo de ratén con alergia alimentaria inducida por alérgenos. Especificamente,
los experimentos se llevaron a cabo de la misma manera que en el ejemplo experimental 6, excepto que se administrd
IgETrAP, Una proteina recombinante FceRIcECD, a 100 ug/cabeza. Ademas, los probibticos B. longum se liofilizaron y
se mezclaron con alimento en polvo para ratones a 3 x 10° ufc/g. A los ratones se les permitié acceso ad libitum al
alimento. Para mantener la frescura, el alimento para ratones mezclado con B. Jongum se reemplazé cada 2 o 3 dias.
Como resultado, como se muestra en la siguiente tabla 6 y en la figura 18, se descubrié que se demostré un excelente
efecto de alivio de las alergias en el grupo experimental que recibié simultaneamente los probiéticos B. longum e
IgETrAP, UN dimero de polipéptido FceRIaECD.

[Talda 0]
Grapo (Nimero Rasgo fer desalic {2 desalio lar desafin $ desafic

final de caracteristicol OVA ova avA s
iratones 3 ] %

et

- igE trap solo

Contr. normal

Usando este modelo, los presentes inventores han descubierto que la administracién de IgEtrap sola disminuyd
eficazmente la aparicién de diarrea, y han identificado que la administracién de IgEtrap en combinacién con B. Jongum
disminuyé notablemente la aparicién de diarrea en comparacién con la administracién de IgEtrap sola (Figura 18). Se
ha informado que B. fongum disminuyé el nimero de mastocitos y alivié los sintomas alérgicos a los alimentos
mediante la apoptosis. Sin embargo, el grupo que recibid la inyeccién intraperitoneal de IgEtrap mostré un mejor efecto
terapéutico que el grupo que recibié diariamente B. longum (Figura 18). Curiosamente, incluso en el caso donde se
us6 IgETrap con una concentracién 10 veces menor, una terapia combinada de IgEtrap ¥ B. longum exhibid un efecto
similar a la terapia con IgEtrap solo (Figura 19B).

Ejemplo experimental 8. Identificacién de efectos en el momento de la administracién combinada de IgEtrap v B.
longum: niveles de MCPT-1 e IgE

Ademas, se midi6 el nivel de MCPT-1 en suero para identificar la desgranulacidén de los mastocitos. La administracion
de IgEtrap ¥ B. longum solos no disminuy6 el nivel de MCPT-1, pero una combinaciéon de IgEtrap ¥ B. longum
disminuyé significativamente el nivel de MCPT-1 (Figura 20). De este modo, se puede observar que B. Jongum e
IgETrAP cOOperan para inhibir la desgranulacién de los mastocitos. En un modelo de ratdn alérgico a los alimentos,
para investigar la eficacia de un agente terapéutico que disminuye la IgE, se usé ELISA para analizar los niveles de
IgE total e IgE libre en suero. IgEtrap ¥ la combinacion de IgErrap ¥ B. longum aumentaron ligeramente el nivel de IgE
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total (Figura 21). Sin embargo, IgEtrap ¥ la combinacién de IgEtrap ¥ B. Jongum disminuyeron en gran medida el nivel
de IgE libre (Figura 22). Por el contrario, la administracién de B. Jongum sola no afectd los niveles de IgE total e IgE
libre (Figuras 21 y 22). De este modo, IgEtrap ¥ B. longum alivian los sintomas de alergia alimentaria de varias
maneras, lo que sugiere que esta combinacién puede ejercer un efecto terapéutico eficaz sobre la alergia alimentaria.

Ejemplo experimental 9. Identificacién del efecto inhibidor de la combinacién de IgEtrap ¥ B. longum sobre el nUmero
de mastocitos y la hiperplasia de células caliciformes.

Para investigar si IgEtrap ¥ B. fongum, y una combinacién de los mismos, disminuyen el nUmero de mastocitos, se
uso6 la actividad de cloroacetato esterasa para tefiir los mastocitos. Los resultados mostraron que la administracién de
IgETrAP ¥ B. longum solos disminuyé notablemente el nimero de mastocitos, y una combinacién de los dos fue mucho
més eficaz (Figuras 23 y 24). Se puede observar que los resultados para B. fongum son consistentes con los
reportados anteriormente. Se realizé una investigaciéon sobre si la hiperplasia de células caliciformes inducida por el
entorno de citoquinas Th2 puede inhibirse mediante IgETrap, B. fongum y la terapia combinada de los mismos. Como
se esperaba, se identificé que el tamafio de las células caliciformes en el intestino delgado de los ratones alérgicos a
los alimentos aumentaba y que se producia hiperplasia a medida que aumentaba el nimero de células (Figuras 25 y
26).

Se identificéd que la administracion de IgEtrap ¥ B. longum disminuyé notablemente el tamafio y el nimero de células
caliciformes y este efecto se hizo mayor en el caso de que se administraron IgEtrap ¥ B. longum en combinacién
(Figuras 25 y 26). Ademas, se observé que la expresién del ARNm de IL-33 tendia a disminuir con IgETrap ¥ B. fongum,
y este efecto se volvié significativamente mayor en el caso de que se administrara en combinacién (Figura 28). Estos
resultados indican que IgEtrap ¥ B. longum inhiben significativamente el nimero de mastocitos intestinales y la
hiperplasia de células caliciformes, y exhiben un efecto mejorado adicional en el caso de que se administren en
combinacion.

Ejemplo experimental 10. Identificacién de la presencia de IgETRAP en suero después de la administracién oral de
IgETRAP a ratones

Se administré por via oral IgEtrap (300 ug) a ratones y, 2 horas mas tarde, se extrajo el suero mediante extraccidén de
sangre retroorbitaria. Después de dejarlo reaccionar a temperatura ambiente durante 30 minutos, se obtuvo el
sobrenadante (suero) mediante centrifugacién a 4 °C y 1,300 rpm durante 15 minutos. Se recubrié una inmunoplaca
de 96 pocillos con un anticuerpo anti-FceRI (Abcam, ab54411) y se dej6 reaccionar durante la noche a 4 °C. La placa
se lavé con solucidn reguladora de lavado (PBS que contenia Tween-20 al 0.05 %) y luego se agreg6 a la misma
solucién reguladora de bloqueo (PBS que contenia albdmina sérica bovina al 1 %). Se dejé reaccionar la placa durante
1 hora. La placa se lavé de nuevo con la solucién reguladora de lavado y se agregaron a la placa una muestra estandar
y una muestra de suero de ratén diluida. Se dej6 reaccionar la placa durante 2 horas y se lavé nuevamente con la
solucién reguladora de lavado. Se le agregé un anticuerpo Fc anti-lgG4 humano (Abcam, ab99823) y se dejd
reaccionar la placa durante 1 hora. La placa se lavd nuevamente con la solucién reguladora de lavado y se le agregd
sustrato TMB (Supmodics). Después de dejar reaccionar durante 20 minutos mientras se bloqueaba la luz, se agregé
una reaccién de parada (H2SO4 1 M) para detener la reaccién. Se midié un valor de concentracién con un lector de
microplacas (espectrofotémetro de microplacas Epoch) estableciendo una longitud de onda de 450 nm. Como
resultado, se detectd IgEtrap en el suero de ratones normales (Figura 35). A partir de estos resultados, se puede ver
que en el caso de que se administra por via oral una proteina IgEtrap, la proteina IgETrap se libera en el suero mediante
la unién con FcRn en la mucosa y, de este modo, se puede exhibir un efecto terapéutico.

Ejemplo experimental 11. Identificacién del efecto obtenido mediante la administracién combinada de IgEtrap ¥
diversos probiéticos en un modelo de alergia alimentaria.

Para evaluar el efecto de IgETrap ¥ los probidticos sobre la alergia alimentaria, se indujo diarrea aguda dependiente
de la dosis en ratones BALB/c para producir un modelo de ratén con alergia alimentaria inducida por alérgenos.
Especificamente, los experimentos se llevaron a cabo de la misma manera que en el ejemplo experimental 7, excepto
que se administré intraperitonealmente IgEtrap, Una proteina recombinante FceRIoECD, a ratones a 100 ug/cabeza
como en el programa de experimentos de la figura 17. Ademés, se alimentaron continuamente probiéticos liofilizados
a razon de 1 x 10° a 2.5 x 10° ufc por ratén usando una zonde oral a intervalos de 2 a 3 dias durante el experimento,
y un control negativo se alimenté con una cantidad igual de medio liofilizado.

Los resultados obtenidos al identificar la frecuencia de la diarrea después de la administracién de IgEtrap ¥ L. casei
se ilustran en la figura 29. Los resultados obtenidos al identificar la frecuencia de diarrea después de la administracién
de Etrap Y Lc. /actis se ilustran en la figura 30. Los resultados obtenidos al identificar la frecuencia de la diarrea después
de la administracion de IgEtrap ¥ S. thermophilus se ilustran en la figura 31. Los resultados obtenidos al identificar la
frecuencia de la diarrea después de la administracién de IgEtrap ¥ L. rhamnosus se ilustran en la figura 32. Los
resultados obtenidos al identificar la frecuencia de la diarrea después de la administracién de IgEtrap ¥ L. reuteri se
ilustraron en la figura 33. Los resultados obtenidos al identificar la frecuencia de la diarrea después de la administracion
de IgETtrap ¥ L. fermentum se ilustran en la figura 34.
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Lista de sefiales de referencia

B. longum: Bifidobacterium longum
OIT: inmunoterapia oral
PSA: anafilaxia sistémica pasiva
SPR: resonancia de plasmén superficial
5 BLI: interferometria de biocapa
BMMC: mastocitos derivados de médula 6sea
ufc: unidad formadora de colonias
MCPT-1: proteasa-1 de los mastocitos
OVA: ovoalbimina
10 Célula Treg: célula T reguladora
Célula Th2: célula T auxiliar tipo 2
ILC2: célula linfoide innata del grupo 2
[Texto de lista de secuencia]
SEQ I NO
VPOKPKVSLN PPWNRIFKGE NVTLTONGNN FFEVSSTRKWE HNGSLSEETN SSLNIVNAKE
EDSGEYKCOQH QOQVNESEPVY LEVFSDWLLL QASAEVVMEG OQPLFLRCHGW RNWDVYRVLY

YRDGEALKY W YENHNISITN ATVEDSGTYY CTGRVWOQLDY ESEPLNITVI KAPREKYWLQ

SRQ D NO: 2

SHTQPLGVFL FPPKPEDTLM ISRTPEVICY VVDVSQEDPE VOFNWYVDGY BEVANAKTRPR
EEQFNSTYRY  VSVLIVLHOD WLNGKEYKCK  VANKGLPSSI  EKTISKAKGQ PREPOVYTLP
PSQEEMTKNG  VSLTCLVKGF  YPSDIAVEWE  SNGOQPENNYK  TIPPVLDSDG  SFFLYSRLTV

BESRWOEREGNY FSUSVMHEAL BNHYTOQKSLS LSLGK

SEQ IDNO: 3
RNTGRGGEEK KGSKEKEEQE ERETKTPECP

15
SEQ ID NO: 4

AQPQAEGSLA KATTAPAT TR NTGRGGEEKK GSKEKEEQEE RETKTPECP
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SEQIDNO: 5

gleccecaga  agoecangel  gAgcoigant  CofCcCoigra  Acagastclt  CaagRpoRag  aacgligncce  tgaccigeaa
ggecacads HOHogagy 1gageageac caagipgtlc cacaalggea QUCIgagcga geagaccaac agelocctga acalcgigaa
CECCAAGHT QAZAcagcy pCEAgiacan PIgCCageas Cagrageisd ACQAagapema goocglgtac clpgagetet toagepacty
zoigotgoty cagreeageg copaguliget gatgraggec Ccagcoostel lootgagaty SCacgecteg agaaactopg  acgighacaa

gigatclac  (acaapgate ZOSagEeccl ERugracigr 1aCgapaace #CancalCle CRCRCCAns gocaccglge ageacagesg

SRCCHactac  1QOHCApEcH Sogiglgeca golgpactac SUgARCEAps COCLgHacal Caccelgale aagplecca  gagngaagia

SEQ ID NO: 6

fgogtpgtop lgeaetgag Coageaagal COCLaRElEe agicaacty macgigral grogtegaag tQeacaacyge Caagaccaag
cCCagagaag agoaghivad ciocacctas agagleglgs pCetecteac cotettecas Cagracigec toaacgelan gragtacaay
frcangeipt cogacaaagy oCiEeooRgs eCalcgaga agaccalcag caangicaad QEiCageeca QAgaRcoca  gatetavace
clgecteocn gooaggaaga gatgaccaag saccaggigh coctgacctg cotgetgasa gooticlace coagopacatl cgocgtggag
fgggaatged  acgEcoagee  ogagancaat tacaagacaa cocoltocgt  golggatage  gatggoagot feHicigia  cageagacty
ACCQIgEAca AgACAZAty SCagRaagec ancglgtica golgcagogt gatgcacgaa gocotgoaca accaclacac Cragaagage

ctgleoctgn geotggecas g

SEQIDNO: 7

3EEAACACCE QUNQASSILE COASEAANg A2ARLARLCH ALLASAACEA DRALCAZEAL FABAZAZAAN CCARZATICe

podw

CEARTZECCe AZECACACCE BEOCCCIgEe Cotaticct Ieeceaeda ageecaapga caccelgalg aleageagan cocceeaggl eace

SEQID NG: 8

QOCCAECCCC APECCLAgEY Caplelgeet 3aggecacca Cagllecege Caccaccagy ascacogect  gaggagecea

QEANIALAUT YEAALCANE ALAALLALLA QCAZEILLAN AALAAACTA BLACCCCCLR BIGOCToags CaCacooage cclgapoat

LHCCIQIT CCOTCCange CoaagEacac ooigalpall arcagaacee seeageigac ¢

SEQ ID NO: 9
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MDAMLRGLCC VLLLCGAVEV SPSHA

SEQ D NO: 16

atggacgecs tgctgagage cotgtpetgl gigetgetge fptgeggcee cglglicglg teecetagee acgee

SEQ D NO: 11

MDAMELRGLCC VLLLCGAVFV SPSHAVPOKP KVSLNPPWNR IFKGENVTLT ONGNNFFEVS
STKWFHNGSL  SEETNSSLINT VNAKFEDSGE VYKCQHOOQWNE  SEPVYLEVES DWLLLQASAE
VVMEGQPLFL RCHGWRNWDY YRVIYYRKDGE ALKYWYENHN ISITNATVED SGIYYCTGKV
WOLDYESEPL  NITVIKAPRE KYWLORNTGR GGEEKKGSKE  KEEQEERETK  TPECPSHTOP
LGVFLFPPKP  KDTLMISRTP EVTCVVVDVS QEDPEVQFNW  YVDGVEVHNA KTKPREEQFN
STYRVVSVLT VLHODWLNGK EYKCKVSNKG  LPSSIEKTIS KAKGOPREPQ  VYTLPPSQEE
MTENQVSLETC  LVKGEYPSDI  AVEWESNGQOP  ENNYKTTPPY  LDSDGSFFLY  SREUTVDKSRW

QEGNVFSCSY MHEALHNHYT QKSLSLSLGK

SEQID NO: 12

alEgaceeca teclpugags colplacigt Slestacias 1algegacee cotgtogly FCCCoiges ACECCgiace Ceaguageee

i

WERILACEC  {LAACCCISC  CLELAACAES  AlCHCARER  LORACAACEt SACCOIZRCC LECAACRECR  acaacHolt ogaggleape

ageaceaagt zgtiocacan iggoageelz agopaggaga ccastagole colgascaic gigaacgeca agticgagen cagopgcgag

t3CAaZIQCC  AZCACCAFCR QUILSAACHAE BECLARECOR {glacciga pulgHeage gactgpcigr ECiEcagec cagoscosag

r&

piggigatgy aggeccagce cotghicete agatgocacg golgpagaaa clggeacgls incaapgiga fclaciacaa  ggatgpegag

gocotgaagt acigglacgn gaaccacanc afClocatca CCBAcLOcac Cglgpaggac agopgeacet aclactgeac aggeaaggls

P

SECAECILE  BCIBCLAEAY CLAZCCOCIE 4a0atCaccy lpalaages 100Cagagay aaRtacienc 120agaggad  CacoERoaga
CEAROCEASE ANAAZARARE BALCAALEIE ANFLALLARC AZLASLAnNE AZadnCCadr accooegagl EOTCCagees Cactragece
clgggegipt foctigitcee  copcaageoe  aaggacacce  lgatgatcag cagaaccooe  gaggigacet  geptpgiogt
caggaagale cogaagiagca  gioaacigy Roglpgatly gCQIgraat goacaacgoc 3agaccasgle Coagagaaga  goagcase
tccacciaca  gagiggleag cotectgace gtectgeace apgaciggct gaacgeeang gagiacaagt ecmagglgic caacaasgge
CIEECCaget CORtOfaRad LAaCCatoags ANARCCAAIY SUCAZCCURE Agaaccroag Siglacaced teostoncag CCaggangag

& = = &

algaccaaga aCCagRIgic Ccotgaccipe cipgiganag policiacce CAgcgacaic googigpagl £QEAangad CEECCagocs

Pelie

gagaacanflt scangacaac cocteoeglg otggatagep  atggcagelt cftfctgiac ageagacign  oogipggacaa  gagoeagaige
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CAZEAERCA ACLIRHCAY CLLCALeLIY AECILLARY COCTRLACAl CCACTICACT CagaREagce RICCTLERg ooiggpcang

Cf

SEQ D NO: 13

MDAMLRGLCC VLLLOGAVFY SPSHAVPQKP KVSLNPPWNR TFKGENVTLT CNGNNFFEVS
STKWFHNGSL SEETNSSLNI VNAKFEDSGE YKCQHQQVNE SEPVYLEVFS DWLLLQASAE
VVMEGOQPLFL RCHGWRNWDV YKVIYYKDGE ALKYWYENHN ISITNATVED SGTYYCTGKV
WOQLDYESEPL NITVIKAPRE KYWLQAQPQA EGSLAKATTA PATTRNTGRG GEEKKGSKEK
EBQEERETKT PECPSHTQPL GVFLFPPKPK DTLMISRTPE  VICVVVDVSQ  EDPRVQFNWY
VDGVEVHNAK TKPREEQFNS TYRVVSVLTV LHQDWLNGKE YKCKVSNKGL PSSIEKTISK
AKGQPREPQV  YTLPPSQEEM TKNQVSLTCL VKGFYPSDIA VEWESNGQPE NNYKTTPPVL

DSDGSFFLY S RUTVDKSRWO EGNVESCSVM HEALHNHYTQ KSLSLSLGK

SEQ ID NO: 14

atggacgecs tgclpagagg coigtgeigt gtgetpetge igfgeggege catattegly tecociagee aCEcegtgcc coagaagect
aaggleagee lgaaccotee ctggascaga atcticaagg  gopagaacgt gaccoigace fgoaacgeca  acaactictt cgagpt
agcaccaagt ggticcacaa tggoagccly agogageaga ocaacagelc ccipaacaic gizaacgeca agticgagea cageggeeag

{3CAATIECT  ALCACCRLCE 2QIgAACRAY agcpagcog lgtaccigga £gighleage £actgertge iguigcagge Cagogosgag

Stoglealgs 2EERocagcs octgticcty  agatgecacg  goiggagaasa olgg

acgly tacaaggtea totactacas  gpatggegag

C{C

cotgaag! aclggiacga  gaaccacase atglcoatca ccaacgecac cgliggngeac ageggeacct actacigeac agpeangpty

{ZecHgCise  aclacgagap Cgagceoly aacalCaccy tpaicaapec Kocngagag Aaglacipgl 1goageecca geCocagece

e

Zaggecazce Ippckiagee caccacagel COCEOCAcTR CCAZgAAcac CRECAZAZEH PRCRAQEAMN AgANAgEang CAageaguag

LALOALCARE ALLEARAYALA AACCAALACC CCOZApPCs CORLOCACAC CLageeosty ggogighor 1EiCooCes caagoccaag

pACACCTQA  LEAlcageaE  a3ceoocgag  glpacctpcy tpgicetgga igigagecay  Qaagmiccog  aagtgeaght caactggtac

(= pod

4z

glgealgacy iggnagleea Caacglcang accaagocea gagaagagea  glicaacice acciacagag tgglgagegt gotgaccgig

Do

clgeaccagg actggcigaa cggcaageag facaagigcn aggiglccaa caaaggect Cocagoleca togagaagac catcagenaa

2CCRAALZECC ALCCCRLAFA accecagty tachceotee otcccageca peaagagale accaagasce aggteteoct gacclgecte
gtganagget t01accClag CLAcalUgos SIEgagigrg 3aagcascgy CCIECCCgag Aacaatiacy agacaacece  (CCTREcty

galagogaly  goagClictt iotgtacage agactaccy iggacaagag cagatpgoag gaaggoascy  tgitcagolg cagogtgaty

CACEAALCCC $QOACAACTA CHACACCOAR ARZAZCCIgE CoCtEagedt guacaag
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SEQ 1D NO: 13

MIFTNLKKKF SCCVLVFLLE AVICVWKEKK KGSYYDSFKL QTKEFQVLKS LGKLAMGSDS
QSVSSSSTOD  PHRGROTLGS LRGLAKAKPE  ASFQVWNKDS  SSKNLIPRLO  KIWKNYLSMN
KYKVSYKGPG  PGIKFSAEAL RCHLRDHVNY  SMVEVIDFPF  NTSEWEGYLP KESIRTKAGP
WGRCAVVSSA  GSLKSSQLGR  EIDDHDAVLR  FNGAPTANFQ QDVGTKTHIR  LMNSQLVITE
KRFLKDSLYN  EGILIVWDPS  VYHSDIPKWY OQNPDYNFFNN  YKTYRKLHPN  QPFYILKPOM
PWELWDILQE  ISPEEIQPNP  PSSGMLGIH  MMTLCDQVDI  YEFLPSKRKT  DVCYYYQKFF

DSACTMGAYH PLLYEKNLVK HLNQGTDED! YLLGKATLPG FRYTHC

SEQIDNO: 16

atgafccaca CCaacclgas gaagaagtic agCipClgos tpctgatatl COlECtgite SoogiEalcl gomatagaa gragaagaay
aaaggeagct actacgacag cHoaagole cagaccaagy agiicoagel goigaagagec CIggpcasgs irgocalgge Cagcacage
cagageetgt ceapClieClc caccoageal CCooacagay eeagacagac Colggeage ClEagagece 1gecaagee cangeeegag
£OCAgEUCe  AEQlgiogan CaAZEAcAge agtagrasga AcCiZatCoC cagactgoag aagatciged aganctacct gagoatganc
qgAcAALy 1LALCIACAA ALLUCCCRED COCEELalcd ARICagess CRAgEceety aggtgclace 12agagaccs cetgadcety
aUalEplgr AaEEaccga CHOCCCHC agcaccaglg agtegeaapg CLaCCIgoce aagagagea [Caggaccasn EoCiEgoece
lgpgocagal grgocgigsl gagoagopct greagoctga agagclecoa goipgpcara garalcgace accacgalge cglecteage
ticaatgaey CoCCacegs CAICHoeag CAgRacglEe EORCCadgac cackateogy clpatgaaca  gocagcigel gacaaccgag
aagogetice  igaaggacag colgtacaas gapgeoates teatcgigiy  geatcocage  gigtaccaca  gogacatoec  caagigptac
cagaatceeg actacaacit clicaacaac iacaagacci afaganagei goacceeanc cagecetict acalccigan pecocagaly coclgegage
tgigeeacat cotgeaggag ateagocelg angagateca goooaaccel cootecageg goatgctpge cattatcalc atgatgaces igtgogacca
gatreacale tacgagtice tgoccagean gagaaagacs gacgteiact actactalca gaagitcite gacagegect geaccatgge cgectaccac
cocoigotgt acgagnagaa Colgstpaag CAcCigance AggECcaccga CEAgEAcalc 1acCifCis® ECaadgLeac ooteecoEgc

ticagaacca fccactac

SEQID NO: 17

RKNTCGRGGEEK KXXKEKEEQE ERETKTPECP

SEQ ID NO: 18

AQPOQAEGSLA KATTAPATTR NTGRGGEEKK XNXKEKEEQEE RETKTPECP

24



ES 2969 110 T3

SEQ ID NO: 19

RNTGROGGEEK KKEKEKEEQE ERETKTPECP

SEQ ID NO: 20

VPQKPKVSLN PPWNRIFKGE NVTUTCNGNN FPEVSSTKWF HNGSLSEETN SSLNIVNAKF
EDSGEYKCQH QQVNESEPVY LEVFSDWLLL QASAEVVMEG OQPLFLRCHGW RNWDVYKVIY
YKDGEALKYW YENHNISITN ATVEDSGTYY CTGKVWOQLDY ESEPLNITVI KAPREKYWLQ
RNTGRGGEEK ~KKPKFKFEEQE ERETKTPECP SHTQPLGVFL  FPPKPKDTLM ISRTPEVTCV
VVDVSQEDPE VOFNWYVDGY EVHNAKTKPR EEQFNSTYRY VSVLTVLHOD WLNGKEYKCK
VSNKGLPSS!  EKTISKAKGQ  PREPQVYTLP  PSQEEMTKNGQ  VSLTCLVKGF  YPSDIAVEWE

SNGOPENNYK TTPPVLDSDG SFFLYSRLTY DKSRWOEGNY FSCSVMHEAL HNHYTOQKSLS LSLGK

SEQ ID NO: 21

VPQKPKVSLN PPWNRIFKGE NVTLTCNGNN FPEVSSTKWF HNGSLSEETN SSLNIVNAKF
EDSGEYKCQH QOVNESEPVY LEVFSDWLLL QASAEVVMEG OQPLFLRCHGW RNWDVYKVIY
YKDGEALKYW YENHNISITN ATVEDSGTYY CTGKVWOLDY ESEPLNITVI KAPREKYWLQ
RNTGRGGEEK ~ KGSKEKEEQE ERETKTPECP SHTQPLGVFL FPPKPKDTLM  ISRTPEVICV
VVDVSQEDPE VOFNWYVDGY EVHNAKTKPR EEQRNSTYRY VSVLIVLHOD WLNGKEYKCK
VSNKGLPSSI  EKTISKAKG PREPQVYTLP  PSQEEMTKNGQ  VSLTCLVKGE  YPSDIAVEWE

SNGOPENNYK TTPPVLDSDG SFELYSRLTV DKSRWOEGNV FSCSVMHEAL HNHYTOQKSLS LSLGK

SEQ D NO: 22
VPQKPKVSLN PPWNRIFKGE NVTLTCNGNN FFEVSSTKWF HNGSLSEETN SSLNIVNAKF

EDSGEYKCQH QOVNESEPVY LEVFSDWLLL QASAEVVMEG QPLFLRCHGW RNWDVYKVIY
YRKDGEALKYW  YENHNISITN  ATVEDRGTYVY CTGRKVWOQLDY  ESEPLNITVEI KAPREKYWLQ
AQPQAEGSLA  KATTAPATTR NTGRGGEEKK  GSKEKEEQEE  RETKTPECPS  HTOPLGVFLF
PPKPEKDTIML  SRIPEVICVY VDVSQEDPEV OQFNWYVDGVE  VHNAKTEPRE EQENSTYRVY
SYETVLHEDW  LNGKEYKCKY  SNKGLPSSIE  KTISKAKGQPE REPQVYTLPP  SCGEEMTKNQV

SETCLVKGFY  PSDIAVEWES  NGOPENNYKT TPPVLDSDGS  FFLYSRLTVD  KSRWQEGNVF

SCSVMHEALH NHYTORSLSE SLGK
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién que comprende como ingredientes activos:
probiéticos; y
un polipéptido con capacidad de unién a IgE,

en la que el polipéptido con capacidad de unién a IgE es una proteina recombinante que es un dimero de polipéptido
que contiene dos mondémeros, cada uno de los cuales comprende un dominio extracelular de una subunidad alfa de
un receptor Fc de IgE (FceRIaECD),

el monémero contiene una regién Fc modificada, en el que la regién Fc modificada tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQIDNO: 2,y

la regién Fc modificada y el FceRIoaECD estan unidos mediante un enlazante.
2. La composicién segun la reivindicacion 1,
en la que los probidticos son bacterias acido lacticas o Bifidobacterium, opcionalmente

en la que las bacterias acido lacticas son una cualquiera seleccionada del grupo que consiste en Lactobacillus,
Lactococcus, Enterococcus y Streptococcus.

3. La composicién segun la reivindicacién 2,

en la que el Lactobacillus es uno cualquiera seleccionado del grupo que consiste en L. acidophilus, L. casei, L. gasseri,
L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L. helveticus, L. fermentum, L. paracasei, L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus, L.
pentosus y L. salivarius, el Lactococcus es Lc. lactis, y el Streptococcus es S. themophilus.

4. La composicién segun la reivindicacién 2, en la que la Bifidobacterium es una cualquiera seleccionada del grupo
que consiste en B. bifidum, B. breve, B. longum y B. animalis ssp. lactis.

5. La composicién segun la reivindicacién 2, en la que los probiéticos son L. casei o B. fongum.

6. La composicién segln la reivindicacién 1, en la que el dominio extracelular de la subunidad alfa del receptor Fc de
IgE tiene la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 1.

7. La composicién segun la reivindicacidén 1, en la que los probiéticos estan en forma de polvo seco.

8. Una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento o prevenciéon de una enfermedad alérgica, en la que
la composicién farmacéutica comprende: la composicién segln la reivindicacién 1.

9. La composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 8, en la que la enfermedad alérgica es una
cualquiera seleccionada del grupo que consiste en alergia alimentaria, dermatitis atépica, asma, rinitis alérgica,
conjuntivitis alérgica, dermatitis alérgica, urticaria idiopética crénica, y dermatitis alérgica de contacto.

10. Una composicién de alimento funcional para la salud para su uso en la mejora o alivio de un sintoma alérgico, en
la que la composicidn de alimento funcional para la salud comprende: la composicién segln la reivindicacién 1.

11. Un kit para su uso en el tratamiento o prevencién de una enfermedad alérgica, que comprende: una primera
composicién que contiene probidticos; y

una segunda composicién que contiene un polipéptido con capacidad de unién a IgE, en la que el polipéptido con
capacidad de unién a IgE es una proteina recombinante que es un dimero de polipéptido que contiene dos monémeros,

cada uno de los cuales comprende un dominio extracelular de una subunidad alfa de un receptor Fc de IgE
(FceRIECD),

el monémero contiene una regién Fc modificada, en el que la regién Fc modificada tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQIDNO: 2,y

la regién Fc modificada y el FceRIoaECD estan unidos mediante un enlazante,

en el que la segunda composicién es una composicién para administracién subcutanea o intravenosa.
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