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ABREVIATURAS

APC: Célula presentadora de antigeno.
C-LYTA: Dominio C-terminal de union a colina de la N-acetilmuramoil-L-

alanina amidasa de Streptococcus pneumoniae.

CTAB: Bromuro de cetiltrietilamonio.

dNTPs: Mezcla equimolar de los cuatro desoxirribonucleétidos.
EDTA: Acido etilendiaminotetracético.

ELISA: Ensayo de inmunoabsorcidon con enzimas ligadas.
FcR: Receptor del fragmento Fc de las inmunoglobulinas.
GST: Glutation S-transferasa del hongo Schistosoma japonicum.
IL-4: Interleuquina 4.

IPTG: Isopropiltiogalactdsido.

mAb: Anticuerpo monoclonal.

PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida.

PBS: Tampon fosfato salino.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo.

RBS: Sitio de unién al ribosoma.

rSinal: Forma recombinante del alergeno principal de la mostaza, Sin a.
SDS: Laurilsulfato de sodio.

TAE: Tampén Tris-acetato-EDTA.

TBE: Tampén Tris-borato-EDTA.

TE: Tampén Tris-EDTA.

TFA: Acido trifluoracético.

TLCK: N-tosil-L-lisi! clorometilcetona.

TPCK: N-tosil-L-fenilalanil clorometilcetona.
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INTRODUCCION

Las reacciones de hipersensibilidad constituyen un conjunto muy heterogéneo de
patologias (tabla 1). De todas ellas, la alergia at6pica, también llamada de tipo [ o
hipersensibilidad inmediata, es, con mucho, la mas comin, estimindose que afecta a
cerca de un 20% de la poblacién en los paises desarrollados [Smith, 1988]. La alergia
es uno de los mecanismos efectores mas potentes del sistema inmune y es el resultado
de la reaccion producida por la estimulacién, dependiente de IgE, de mastocitos y
baséfitos. Cuando un antigeno se une a las moléculas de IgE previamente ancladas a
través de receptores a la superficie de dichas células, tiene lugar la liberacién de
distintos mediadores que provocan toda una serie de efectos nocivos en los distintos
organos blanco (tabla 2). Esta reaccion se denomina hipersensibilidad inmediata porque
tiene lugar de forma muy rapida, a los pocos minutos de la exposicién al antigeno. En
su forma mas extrema puede llegar a producir la muerte del individuo por obstruccién
total de las vias respiratorias y colapso cardiovascular.

Tabla 1. Clasificacion de las reacciones de hipersensibilidad.

Tipo Mecanismo inmunoldgico
Tipo I:
Hipersensibilidad inmediata Anticuerpos IgE
Tipo II:
Mediada por anticuerpos Anticnerpos (IgG o IgM) contra antigenos propios
Tipo [lI:
Mediada por inmunocomplejos Inmunocomplejos de antigeno e IgG o IgM
Tipe 1V:
Mediada por células T 1. Células CD4* (hipersensibilidad retardada)

2, Células CD&* (Citolisis mediada por células T)
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Tabla 2, Efectos de los principales mediadores quimicos liberados por mastocitos y baséfilos durante la
reaccion alérgica (Metcalfe, 1987).

Mediador Actividad

Histamina Broncoconstriccion; aumento de la permeabilidad vascular;
vasodilatacién; estimulacion de la secrecidn nasal;
dolor de cabeza; prurito; taquicardia; estimulo de la sintesis
de prostaglandinas.

Prostaglandina E, Estimulacion de la migracion de neutréfilos; induccidn de fiebre
y eritema; aumento de la permeabilidad vascular; inhibicién
de la liberacidn de histamina; potenciacién del edema y el dolor
producidos por otros mediadores.

Prostaglandina F,, Broncoconstriccion.

Prostaglandina D, Broncoconstriccion,

Tromboxano A, Broncoconstriccion.

Leucotriene B, Quimiotaxis de neutréfilos.

Leucotrieno C, Broncoconstriceién; aumento de la permeabilidad vascular;
vasoconstriccion.

Leucotrieno D, Broncoconstriceion; aumento de la permeabilidad vascular.

Leucotrieno E, Broncocounstriccion, aumento de la permeabilidad vascular.
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La secuencia tipica de acontecimientos en el desarrollo de la alergia es como sigue
(figura 1):

1.- Produccién de IgE por células B en respuesta a la primera exposicién al

antigeno.

2.- Unidn de las IgE a receptores especificos de Fc en la superficie de mastocitos

y baséfilos.

3.- Interaccién de dichos receptores debida al entrecruzamiento de las IgE unidas

al antigeno (segunda exposicién y siguientes).

4.- Activaciébn de mastocitos y baséfilos y liberaciéon de los mediadores

almacenados en su citoplasma.

5.- Accidn de dichos mediadores sobre sus tejidos diana. Esta dltima etapa es la

responsable de todos los sintomas clinicos asociados a la alergia.

La presente introduccion se centrard fundamentalmente en los aspectos bioquimicos
de la alergia a alimentos. En primer lugar, se hard una breve exposicién de los
conocimientos inmunolégicos en dicho tema, y a continuacién se resumirdn los
principales logros en el campo de la caracterizacidn de alergenos alimentarios.
Finalmente, se tratardn las aportaciones de las técnicas de la biologia molecular al
estudio y tratamiento de la alergia.

ALERGIA A ALIMENTOS

Aunque el término ’alergia’ suele emplearse para referirse a todo tipo de reacciones
adversas frente a la ingestion de alimentos, su uso deberia restringirse a aquéllas en las
que estd implicada una respuesta inmune [Anderson, 1984]. En la presente introduccion,
nos referiremos exclusivamente a las manifestaciones alérgicas que pueden ser
clasificadas como reacciones de hipersensibilidad de tipo I, tal y como han sido
descritas anteriormente. Los sintomas clinicos de la alergia alimentaria incluyen:
irritacion oral, desérdenes gastricos, diarrea, vomitos, rinitis, urticaria, eczema, asma
y anafilaxis [Holgate y Church, 1993]. La boca y el tracto gastrointestinal se ven
afectados en la mayor parte de los casos, pero las reacciones dermatoldgicas,
respiratorias o sistémicas, no son infrecuentes, pudiendo constituir los Gnicos sintomas
clinicos. Los individuos con una fuerte hipersensibilidad a veces presentan alergia a
dos, tres o mas alimentos, con un tipo diferente de reaccion para cada uno de ellos.

Los mecanismos biol6gicos que intervienen en el desarrollo de la alergia a
antigenos alimentarios son muy poco conocidos, y, hasta el momento, casi todos los
estudios realizados al respecto se han llevado a cabo Gnicamente a nivel histoldgico.
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Figura 1. Secuencia de acontecimientos en la hipersensibilidad inmediata (ver texto). El contacto inicial
con el alergeno conduce a la sintesis de grandes cantidades de IgE circulante, Estos anticuerpos se unen
a la superficie de mastocitos o basofilos a través de los receptores de Fe de alta afinidad (FcR), lo que,
e las siguientes exposiciones, desencadena la liberacidn de los mediadores quimicos responsables de los
sintomas clinicos de la alergia. APC, células presentadoras de antigeno; 1L-4, interleucina-4,
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LA MUCOSA INTESTINAL

La inmensa mayoria de los antigenos potenciales presentes en la dieta son excluidos
por el organismo mediante una combinacidn de mecanismos de caricter no inmune que
tienen lugar en el lumen del tracto gastrointestinal. En primer lugar, las funciones
digestivas gastrica y pancreatica limitan en gran medida la cantidad de antigeno que
puede llegar a entrar en contacto con la mucosa intestinal, lugar donde se realiza la
absorcion de sustancias. Dicha mucosa, por su parte, actia como una auténtica barrera
frente a la entrada de antigenos. La capa de mucus que recubre a las células epiteliales
puede llegar a tener en algunos puntos hasta 600 um de espesor y es muy efectiva
excluyendo todas las moléculas mayores de unos 17 kDa. De esta manera se impide el
contacto de la superficie de la mucosa con las enzimas proteoliticas y la mayor parte
de las proteinas alimentarias intactas, pero se permite el paso de pequeiios polipéptidos
y de los productos de la digestion. Ademas, a medida que la superficie luminal de la
capa de mucus es degradada, va siendo sustituida mediante sintesis, lo que da lugar a
un flujo continuo y unidireccional que tiende a contrarrestar la penetracion por parte de
los antigenos alimentarios. Por otra parte, el tiempo disponible para la absorcion de los
antigenos se ve reducido en gran medida por los movimientos peristalticos.

La composicién de la membrana plasmitica de las células de la superficie de la
mucosa intestinal es de gran importancia a la hora de impedir o permitir la absorcion
de macromoléculas. Dicha composicién cambia considerablemente durante el desarrollo
del individuo, siendo mucho mayor la permeabilidad a macromoléculas durante la
infancia [Shub y col., 1983]. Ademds, en los recién nacidos las células epiteliales tienen
la capacidad de llevar a cabo la ingestion directa de macromoléculas mediante
endocitosis. Esta propiedad es necesaria para la absorcion de las inmunoglobulinas
maternas contenidas en la leche, y desaparece a partir de los tres meses de edad
[Hyman y col., 1985].

A pesar de todo lo dicho anteriormente, la mucosa intestinal también dispone de
un mecanismo que permite la absorcién de aquellos antigenos capaces de alcanzar la
superficie del epitelio. Existen células epiteliales muy especializadas, denominadas
células M, gue se encuentran formando pequeiios grupos, especialmente en la porcion
distal del intestino delgado. Estas células poseen pocos microvilli, apenas estan cubiertas
por una capa de mucus y carecen de lisosomas [Owen y Jones, 1974]. Las céiulas M
{figura 2) se sitian sobre pequefios agregados de tejido linfoide asociado a la mucosa
intestinal (placas de Peyer), y su funcioén es, precisamente, permitir a los posibles
antigenos atravesar la barrera epitelial e iniciar una respuesta inmune adecuada [Owen,
1977; Wolf y col., 1981].
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Figura 2. Los linfocitos (L) de las placas de Peyer (PP) son estimulados por los antigenos que atraviesan
{a mucosa intestinal a través de las células M (M).

El sistema inmune de fa mucasa intestinal

Dentro del epitelio intestinal existe una gran cantidad y variedad de células no
epiteliales implicadas en la respuesta inmune. Estas células comprenden macrofagos,
mastocitos, linfocitos, eosindfilos, neutréfilos y células plasmaticas, aunque estas
Gltimas se encuentran principalmente en la lamina propia.

Células accesorias.
En la pared intestinal se distinguen dos tipos principales de células presentadoras
de antigeno:
- Células presentadoras de antfgeno. Se trata de células de gran tamafio y forma
irregular, que expresan grandes cantidades de moléculas MHC de clase Il en su
superficie y estdn especializadas en la presentacion de antigenos a las células T.
Estas células son escasamente fagociticas y carecen de actividad lisosdémica. Son
potentes estimuladoras de los linfocitos CD4*.
- Histiocitos. Son verdaderos macrdfagos, derivados de médula 6sea. Al contrario
que las anteriores, estas células llevan a cabo una actividad fagocitica intensa y
contienen gran cantidad de enzimas lisosomales.
Ambos tipos celulares se encuentran ampliamente distribuidos por el tejido linfoide
asociado a la mucosa intestinal, mezclados con las células T.
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Células T.

En el ser humano, la mayoria de las células T circulantes expresan un receptor
especifico de antigeno compuesto de dos cadenas polipeptidicas, & y 8, unidas por
puentes disulfuro. Este receptor, en combinacidn con las moléculas CD4 y CD8, es el
responsable del reconocimiento especifico de los antigenos asociados con las moléculas
MHC de clase 1l o de clase I, respectivamente.

Ademds de los linfocitos T circulantes que ilevan el heterodimero o/, existe otra
pequeiia poblacién que expresa un receptor /8. La proporcion de estas células en la
circulacion y en los érganos linfoides periféricos es pequefia, pero en diversos tejidos
epiteliales, incluyendo el intestinal, constituyen la poblacidn mayoritaria [Porcelli y
col., 1991]. La funcidn de los linfocitos /6 ain no se conoce. Poseen un repertorio
inmunoldgico limitado, debido al pequefio nimero de genes V disponibles que
presentan. Se ha descrito la existencia de actividad citotéxica en estos linfocitos
[Goodman y Lefrancois, 1988}, y una hipdtesis para explicar su presencia en los
gpitelios es que intervienen en algdn tipo de respuesta inmune primitiva. Esto podria
explicar la escasa variabilidad del receptor /4. Sin embargo, hasta el momento, en el
ser humano no ha sido suficientemente demostrada la participacién de los linfocitos T
v/& en la inmunidad intestinal. Esto se debe a que en humanos, al contrario de lo que
ocurre en otras especies de mamiferos estudiadas, existen numerosos linfocitos T /8
presentes en la mucosa. Por este motivo, el posible papel de los linfocitos T /6 en la
alergia a alimentos y otras patologias intestinales ain no ha sido determinado.

La mayoria de las células T presentes en el intestino humano son CD8* [Holgate
y Church, 1993]. Por extrapolacién de los conocimientos disponibles sobre el sistema
inmune periférico, estas células deben ser de caricter citotdxico o supresor.
Exceptuando las células con actividad inespecifica (NK), los linfocitos T intraepiteliales
no presentan actividad citotoxica conocida. Si se dispone de datos que demuestran la
existencia de actividad supresora {Holgate y Church, 1993].

En la lamina propia, la poblacién de linfocitos es mds compleja que la del epitelio.
En lo referente a las células T, la principal diferencia es que las de la [Amina propia son
preferentemente del tipo CD4*. Aproximadamente la mitad de dichas células llevan el
marcador intraepitelial HML-1, y probablemente se trata de células en transito hacia el
epitelio. En estos linfocitos, al igual de lo que ocurre en el epitelio, no se ha descrito
actividad citotéxica especifica. Un dato de especial interés en las células T de la lamina
propia es la expresion de CD44, un receptor selectivo para las vénulas de endotelio alto
[Stoolman, 1989].
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Mastocitos.

Los mastocitos se hallan presentes en la mucosa intestinal de individuos sanos e
hipersensibles a alimentos, aunque en estos ultimos su nimero es mayor. La poblacién
de mastocitos de la mucosa gastrointestinal se diferencia de los mastocitos presentes en
tejido conectivo por su bajo contenido en histamina, asi como por su dependencia de
células T [Stevens y Austen, 1989].

La liberacion de histamina y otros mediadores inflamatorios tiene un profundo
efecto en la funcidn intestinal. Se incrementa la produccién de mucus, aumenta la
permeabilidad epitelial y la actividad peristdltica y tiene lugar una disminucién de la
capacidad de absorcién, que origina diarrea [Holgate y Church, 1993]. Como se ha
seftalado anteriormente, la activacién de los mastocitos se produce como consecuencia
del entrecruzamiento de las IgE unidas a su superficie, pero también puede ocurrir
como resultade de la estimulacion directa por parte de determinadas proteinas
alimentarias o neuropéptidos [Stevens y Austen, 1989].

RESPUESTA INMUNE A ANTIGENOS ALIMENTARIOS

En los individuos sanos (no hipersensibles) la absorcién intestinal de un antigeno
conduce siempre, en primer lugar, a una respuesta inmune de caricter local. Dicha
respuesta consiste en la estimulacion de las células plasmdticas presentes en la lamina
propia, las cuales producen lgA especificas, que son secretadas al tumen del intestino
[Mestecky y McGhee, 1987]. Estos anticuerpos, en las subsiguientes exposiciones,
previenen la absorcion del antigeno mediante su unién al mismo [Walker y Isselbacher,
1977].

En segundo lugar, a nivel sistémico, la respuesta inmune normal frente a un
antigeno alimentario puede adoptar dos formas distintas. Primeramente, puede inducirse
tolerancia. Se piensa que las células T supresoras presentes en el epitelio intestinal
pueden ser activadas por la exposicidn a ciertos antigenos. Estas células no solo
actuarian a nivel local, sino que, bajo determinadas circunstancias, su migracion
contribuiria a reducir la respuesta inmune sistémica frente a un antigeno alimentario
dado [Challacombe y Tomasi, 1980]. Parece plausible que la naturaleza quimica del
antigeno sea la responsable de determinar tanto la aparicion o no de tolerancia, como
su caricter local o sistémico. Aunque los datos experimentales son escasos, Se cree que
tanto las células accesorias como los linfocitos T presentes en el epitelio y la lamina
propia, contribuyen a mantener el estado de tolerancia frente a algunos antigenos
presentes en la dieta.
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La otra posibilidad es la aparicién de una respuesta inmune humoral sistémica
mediada por 1gG e IgA [Kletter y col., 1971]. Aunque la combinacidn de mecanismos
inmunes y no inmunes presentes en la mucosa intestinal impide de un modo muy
efectivo la interaccion de la mayoria de los antigenos del alimento con el sistema
inmune periférico, la absorcion de proteinas alimentarias dentro de la circulacion
sistémica es muy frecuente, y debe ser considerada como un suceso completamente
normal. De hecho, todos los individuos, sanos o alérgicos, desarrollan y mantienen
altos niveles de anticuerpos neutralizantes frente a antigenos alimentarios especificos.
Dichos anticuerpos son del tipo 1gG e IgA, dando lugar a la formacién de
inmunocomplejos que son eliminados por las vias normales (fagocitosis, etc.) sin que
tenga lugar ningdn proceso nocivo.

Dado el escaso conocimiento de los estimulos que determinan la seleccion del
isotipo en los linfocitos B, se ignoran précticamente por completo los mecanismos que,
en los individuos hipersensibles, conducen a la produccién y el mantenimiento de
elevados niveles de IgE frente a determinados antigenos alimentarios.

Los alimentos mds cominmente implicados en reacciones alérgicas se resumen en
la tabla 3.

Tabla 3. Priucipales alimeuntos implicados en reaccioues alérgicas.

Leche
Huevos
Pescados y mariscos
Frutos secos (nueces, cacahuetes y otros)
Derivados de cereales
Levaduras
Carne de cerdo y derivados
Alcohiol, chocolate, & y café
Frutas (manzana, citricos y otras)
Semillas (soja, sésamo, anfs y otras)
Especias (ajo, canela, mostaza y otras)
Aditivos (colorantes y conservantes)
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ALERGENOS ALIMENTARIOS

Todos los alimentos, tanto de origen animal como vegetal, contienen un gran
numero de sustancias potencialmente alergénicas. Para evitar confusiones, en la presente
introduccidn reservaremos el término 'alergeno’ para aquellas proteinas purificadas de
un extracto alergénico de alimento que son reconocidas por IgE de pacientes alérgicos
y que estdn bien caracterizadas (tabla 4). Emplearemos, por el contrario, las
denominaciones de 'fracciébn’ o ’proteina alergénica’ para referirnos a las fracciones
proteicas reactivas con IgE cuya identidad molecular o alergenicidad no hayan sido ain
bien establecidas.

lLos alimentos suelen tener uno o varios alergenos principales, esto es, que son
reconocidos por mas del 50% de los pacientes sensibles [King y col., 1994], La
mayoria de los alergenos alimentarios conocidos, aunque no todos, han recibido un
nombre sistemdtico siguiendo las normas de nomenclatura de la IUIS (International
Union of Immunology Societies) [Marsh y col., 1986; King y col., 1994].

Los alergenos presentes en la dieta parecen poseer un cierto nimero de caracte-
risticas comunes. Asi, suelen ser proteinas de pequefio tamaiio, resistentes al calor, a
la digestion proteolitica y a pH acido. Dichos alergenos pueden suponer desde una
minima cantidad en el alimento, como ocurre en las frutas, o hasta mas del 80% de la
proteina total, como es el caso de la leche o la clara de huevo.

Debido a los diferentes habitos alimentarios existentes en las distintas partes del
mundo, la incidencia de determinados alimentos en las reacciones alérgicas de la
poblacién varia considerablemente a nivel geogréfico. Tal es el caso, por ejemplo, de
la elevada incidencia de la alergia a cacahuete en los EE.UU o a la soja en Japén
{Sampson y Metcalfe, 1991; Shibaski y col., 1980].

PRINCIPALES ALERGENOS ALIMENTARIOS
Alergenos de origen animal

Huevo. Los alergenos principales del huevo de gallina fueron identificados hace
més de diez afios (tabla 4). Se conoce la secuencia de aminodcidos de todos ellos
[Canfield, 1963; Catterall y col., 1980; Nisbet y col., 1981; Williams y col., 1982] y
se ha descrito la estructura antigénica de la lisozima [Atassi y Lee, 1978], asi como los
epitopos de la ovalbimina para IgG e IgE [Elsayed y col., 1988].

En ocasiones, la alergia alimentaria al huevo va precedida de sintomas respiratorios
por contacto con aves, apareciendo posteriormente sintomas clinicos con la ingesta de
huevo [Mandallaz y col., 1988].
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Tabla 4. Principales alergenos alimentarios caracterizados.

Alimento Alergeno Tamafio {kDa) Referencia
Huevo Ovalbiimina Gald 1 45.0 Nisbet y col., 1981
Ovomucoide Gald 2 28.0 Catterall y col., 1980
Ovotransferrina Gal d 3 77.0 Williams y col., 1982
Lisozima 14.0 Atassi & Lee, 1978
Leche de vaca Caseina 19-24 Laughlan y col., 1981
B-Lactoglobulina 18.3 Huang y col., 1985
a-Lactalbiimina 14.4 Laughlan y col., 1985
Bacalao Parvalbimina Gad c 1 12.2 Elsayed y Bennich, 1975
Langostino Tropomiosina  Pena 1 34.0 Subba Rao y col., 1993
Melocot6n Prupl1 8-10 Lleonart y col., 1992
Cacahuete Arah 1 63.5 Yunginger y col., 1987
Arah2 17.0 Burks y col., 1992
Soja Inhibidor de tripsina 20.5 Moroz & Yang, 1980
Ricino Albimina 2§  Ricc 1 11.0 Sharief y Li, 1982
Mostaza Albimina 25 Sinal 14.1 Menéndez-Arias y col., 1988

Leche. La leche de vaca contiene unas 20 proteinas diferentes, de las cuales la mas
abundante es la caseina, que representa el 80% del contenido proteico total. El resto
esta constituido por las proteinas solubles del suero. La actividad alergénica estd ligada
fundamentalmente a 8-lactoglobulina, «-lactalbimina y caseina (tabla 4).

Es frecuente que en los pacientes alérgicos a la leche de vaca se utilicen
hidrolizados de caseina o de seroproteinas come tratamiento sustitutivo. Sin embargo,
los hidrolizados de caseina y ain mas los de proteinas séricas de la leche, pueden
producir reacciones alérgicas en los casos en los que exista un alto grado de
sensibilizacion [Bock, 1989].

Pescado. Las alergias a pescado mas frecuentes se dan frente a especies de
gadidos, merlacidos, escombridos y peces planos. Las proteinas alergénicas de mayor
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importancia clinica existentes en los peces pertenecen a la familia de las parvalbuminas,
las cuales son proteinas del sarcoplasma muscular, de pequeiio tamafio y punto
isoeléctrico 4cido, alrededor de 4.6. Una de ellas ha sido caracterizada como el
alergeno principal de! bacalao, Gad ¢ | [Elsayed y Bennich, 1975]. Se trata de una
proteina de 12.3 kDa, resistente a proteolisis y termoestable. En ella se ha localizado
un epitopo alergénico de caricter secuencial [Elsayed y Apold, 1983].

Crusticeos. Los crusticeos mas frecuentemente implicados en alergias son los
decdpodos, concretamente la familia de los peneidos (gambas y langostinos). Hace unos
10 afios se describieron dos proteinas alergénicas en la gamba (Penaeus aztecus) cocida,
denominadas antigeno i y antigeno Il [Hoffman y col., 1981]. Otras dos proteinas
similares a las anteriores, denominadas Sa I (8.2 kDa) y Sa II (34 kDa) se han
encontrado en el langostino del Indico (Penaeus indicus), tanto crudo como cocido
[Napgal y col., 1989]. Posteriormente, se describié la tropomiosina del misculo de
gamba como el alergeno principal de este alimento, otorgandosele el nombre sistematico
de Pen a 1. Esta proteina, de 34 kDa, posee reactividad cruzada con extractos de otras
especies de crusticeos, como langosta, cangrejo de mar y langostino [Subba y col.,
1993; Beach-Daul y col., 1993]. Recientemente se ha descrito la expresion en E. coli
de la tropomiosina de otra especie de langostino, Metapenaeus ensis, la cual, tras ser
identificada como alergeno principal de dicho alimento, ha recibido el nombre
sistematico de Met e 1 [Leung y col., 1994].

Alergenos de origen vegetal

Cacahuete. En general, todos los estudios coinciden en la existencia de varias
proteinas alergénicas en el cacahuete, algunas de ellas comunes con otras leguminosas
|Barnett y col., 1987]. Se han caracterizado dos alergenos de cacahuete, denominados
Ara h | y Ara h 2. El primero de ellos es una glicoproteina 4dcida (pl=4.55) de 63.5
kDa [Burks y col., 1991]. Ara h 2 tiene un peso molecular de 17 kDa [Burks y col.,
1992].

Soja. De la harina de soja se obtienen, mediante precipitacion 4cida, dos fracciones
proteicas: las globulinas, que comprenden el 85% de la proteina total, y el suero, cuyo
componente mas abundante es el inhibidor de tripsina. Este Gltimo ha sido descrito
como proteina alergénica [Moroz y Yang, 1980]. Recientemente, se ha caracterizado
una globulina 7S como alergeno principal de la semilla de soja [Ogawa y col., 1993].
Este alergeno (Gly m 1}, de 34 kDa, es una proteina asociada a cuerpos grasos, y
muestra un 30% de similitud de secuencia con Der p 1 (alergeno principal del 4caro
Dermatophagoides pteronissynus).
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Cereales. En las harinas obtenidas de las semillas de gramineas comestibles se
distinguen cuatro fracciones proteicas, dos hidrosolubles (albiminas y globulinas) y dos
insolubles en medio acuose (gliadinas y glutelinas). Aungue se ha descrito la actividad
alergénica de la albimina 2S de semillas de arroz {Matsuda y col., 1988], los
trofoalergenos de cereales parecen estar mas ligados a globulinas y glutelinas.

Una proteina del endospermo de cebada, de 14.5 kDa de peso molecular, se ha
caracterizado como uno de los alergenos principales implicados en el llamado asma de
panadero (alergia a la inhalacion de harinas de cereales). Se trata de una glicoproteina
perteneciente a la familia de inhibidores de a-amilasa [Barber y col., 1989].

Frutas. Se ha descrito la existencia de una proteina de 30 kDa, comun a diversas
frutas (platano, puayaba, melocotéon, mandarina y fresa), que es reconocida por IgE de
individuos hipersensibles a este tipo de alimentos [Wadee y col., 1990]. Recientemente,
se ha aislado un alergeno principal de la piel de melocotdn (Pru p 1). Esta proteina
presenta un tamafio de 8-10 kDa y es reconocida por el 75% de los sueros de los
pacientes analizados [Lleonart y col., 1992].

Mostaza. Un estudio clinico del suero de individuos susceptibles de hipersensibi-
lidad a alergenos de alimentos revela que més de un 17% de ellos poseen IgE especifi-
cas contra los alergenos de mostaza [Niinimidki y Hannuksela, 1981]. La mostaza de
mesa se elabora normalmente a partir de una mezcla de las harinas obtenidas de las
semillas de dos especies de cruciferas: la mostaza amarilla (Sinapis alba) y la oriental
(Brassica juncea), variando las proporciones de ambos tipos segin el fabricante.

La mayor alergenicidad de las semillas de S. alba se observa en la fraccién corres-
pondiente a las albdminas 25, a la que, comprobada su pureza, se le asigné la deno-
minacioén Sin a 1 [Menéndez-Arias y col., 1988]. Asimismo, también ha sido aislado
y caracterizado el alergeno principal de la mostaza oriental Bra j 1 [Gonzélez de la Peifia
y col., 1990; Monsalve y col., 1993]. Ambos alergenos son proteinas homdlogas, pose-
yendo alrededor de un 90% de similitud en su estructura primaria.

Otros alergenos vegetales. En el guisante, la alergenicidad del extracto se
concentra en la fraccién de las albdminas de bajo peso molecular [Malley y col., 1975],
si bien también se ha descrito un componente alergénico de 1.8 kDa, con un 30% de
azucares [Malley y col., 1976].

Entre los vegetales usados como condimento (aparte de la mostaza) los que
presentan una actividad alergénica més importante son el cilantro, el anis, el apio y el
sésamo. En todos los casos, la fraccidn alergénica principal estd constituida por
proteinas de bajo peso molecular [Van Toorenenbergen y col., 1988].

Finalmente, en extractos de patata [Wahl y col., 1990} y zanahoria [Castillo y col.,
1991] se han encontrado diversas proteinas que son reconccidas por IgE en pacientes
aislados, pero ain no se ha llevado a cabo su caracterizacion.
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EPITOPOS ALERGENICOS Y REACCIONES CRUZADAS

l.a accién de! calor sobre los alimentos, mediante coccién u otra forma de
calentamiento por encima de 60°C, puede cambiar el perfil de unién de IgE a los
extractos alergéﬁicos. La utilizacién de extractos de pescados cocidos para diagndstico
in vitro, disminuye la union de IgE especifica a un tercio de la obtenida cuando el
extracto es de pescado crudo. El calor aplicado durante el envasado de latas de atin,
que puede llegar a 120°C, hace que estas conservas sean bien toleradas por pacientes
que tendrian reaccion alérgica con el mismo pescado hervido en la forma habitual
[Pascual y col., 1992]. Por otra parte, parece que el calor no modifica la alergenicidad
de la soja y el cacahuete, pero si lo hace la digestion enzimitica. La unién de IgE
disminuye unas 100 veces en el cacahuete y 10 en la soja por accién de pepsina y
tripsina [Burks y col., 1992]. La hidrélisis enzimatica intensiva constituye un
mecantsmo de destruccion de la alergenicidad de alimentos muy utilizado.

Sin embargo, los resultados de los estudios de inmunotransferencia con sueros de
pacientes alérgicos sugieren, en su conjunto, que los epitopos alergénicos de alimentos
tienen un cardcter preferentemente secuencial. Antes de la electroforesis, las muestras
son hervidas de modo rutinario en un tampdén que contiene SDS y, en muchos casos,
agentes reductores. Cabria esperar que tales tratamientos destruyeran los epitopos
conformacionales. Sin embargo, la capacidad de unién de IgE suele mantenerse en su
mayor parte. Esto es frecuente también en otros tipos de alergenos. Por ejemplo, en
muchos pdlenes, asi como en proteinas del endospermo de cereales [Ford y Baldo,
1986; Ipsen y Lowenstein, 1983; Ipsen y col., 1985; Donovan y Baldo, 1990} los
estudios muestran que la integridad de los puentes disulfuro no parece ser importante
para la capacidad de unién de IgE en los extractos. No ocurre lo mismo en el caso de
los alergenos de 4caros, donde se vio que la utilizacidn de agentes reductores durante
el proceso de extraccidon hace disminuir considerablemente en algunas proteinas su
capacidad de unir IgE [Baldo y col., 1989; Tovey y col., 1987].

En el caso de algunos alergenos, hay un pequefio nimero de epitopos dominantes
que son reconocidos tanto por las IgE humanas como por anticuerpos desarrollados en
animales [Olsen y Klapper, 1986]. Por el contrario, en otros casos, las IgE reconocen
determinantes distintos a los reconocidos por anticuerpos monoclonales especificos
[Chapman y col., 1984]. Recientemente, se ha visto que, en sueros de pacientes
alérgicos a la ovalbimina de clara de huevo, los anticuerpos IgE muestran distinta
especificidad que los IgG o [gA en la unidn a diferentes preparaciones de ovalbimina
desnaturalizada o digerida [Honma y col., 1994].

Aunque se han llevado a cabo diversos estudios de caracterizacién de epitopos
alergénicos utilizando proteinas modificadas o desnaturalizadas, productos resultantes
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de tratamientos proteoliticos y péptidos sintéticos [King y col., 1974; Atassi y Atassi,
1986; Baur y col., 1986; Shen y col., 1988; Mazur y col., 1988; Lombardero y col.,
1990], el mayor potencial para el conocimiento de dichos epitopos se encuentra en la
aplicacion de las técnicas de biologia molecular, que serd tratada posteriormente en esta
introduccidn.

La alergia a alimentos vegetales es frecuente entre pacientes con polinosis, debido
a la existencia de determinantes alergénicos comunes. Tal es el caso de la reactividad
cruzada entre el polen del abedul y varias frutas de la familia Rosaceae, por ejemplo,
la manzana [Lahti y col.,1980; Dreborg y Foucard, 1983; Lowenstein y Eriksson,
1983; Halmepuro y col., 1984; Halmepuro y Lowenstein, 1985]. Asimismo, la alergia
a polen de artemisa se ve frecuentemente acompafiada de sintomas similares producidos
por la ingestidn de zanahoria o apio [Wiithrich y col., 1990], y algo similar ocurre con
el polen de ambrosia y algunas frutas como el melén y el platano [Anderson y col.,
1970; Enberg y col., 1987]. Entre los alimentos de origen animal también se produce
este tipo de reacciones cruzadas, por ejemplo, la alergia alimentaria a caracoles es
comtiin entre pacientes alérgicos a acaros [Ardito y col., 1990].

En el caso del polen del abedul, el alergeno mds importante implicado en la
reaccion cruzada con frutas es Bet v 1 [Calkhoven y col., 1987; Ebner y col., 1991].
Por otra parte, las profilinas parecen ser responsables de la reactividad cruzada entre
una amplia variedad de alimentos vegetales [Calkhoven y col., 1987; Vallier y col.,
1988; Van Toorenenbergen y col., 1988]. Como en el caso de Bet v 1, los sintomas
clinicos relacionados con las profilinas parecen estar restringidos al consumo de
vegetales crudos [Van Ree y Aalberse, 1993].

Ademas de Bet v 1 y las profilinas, los azicares de algunas glicoproteinas también
estan implicados en la reactividad cruzada entre pélenes y frutas. Adn no se ha
establecido, sin embargo, el valor que dicha reactividad cruzada puede tener a nivel
clinico [Van Ree y Aalberse, 1993].

DIAGNOSIS Y TRATAMIENTO

No existe una referencia internacional disponible para alergenos alimentarios.
Algunos alimentos como la leche de vaca o el huevo son de composicidn conocida, pero
la mayoria de los extractos comerciales para diagndstico de alergia a alimentos son de
caracteristicas desconocidas [Dreborg, 1991].

La practica del Prick-test con el alimento fresco, llamada "prick by prick” ha dado
buenos resultados para frutas, hortalizas y frutos secos. Consiste en realizar una
puncion en el alimento e, inmediatamente después, en la piel del paciente, de la forma
habitual [Dreborg y Foucard, 1983].
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La utilizacién de extractos alimentarios para diagnéstico in vitro ofrece los mismos
problemas de falta de patrén de referencia que presentan las pruebas cutaneas. La
correlacion de estos dos métodos diagndsticos suele ser buena, pero existe gran
variabilidad segin cual sea el alimento considerado [Chua y col., 1976; Campbeil y
col., 1987; Sampson y Albergo, 1984].

Tradicionalmente se ha considerado que el lnico tratamiento para la alergia a
alimentos son las dietas de eliminacién. En los EE.UU., donde se estima que pueden
producirse mas muertes por anafilaxia a alimentos que por picaduras de insectos
[ Yunginger, 1992}, se establecid un programa interestatal de desensibilizacion al
cacahuete por via parenteral. Desgraciadamente, dicho estudio tuvo que ser
interrumpido debido a la muerte, por un error técnico, de uno de los pacientes del
grupo de control. En ese momento, los tres (nicos pacientes que habian finalizado el
estudio toleraban perfectamente la dosis de mantenimiento [Oppenheimer y col., 1992].
Hasta ahora, no existe ningun otro estudio clinico que aclare la eficacia de la
inmunoterapia en el caso de las alergias alimentarias.

EL ALERGENO PRINCIPAL DE LA MOSTAZA, Sin a 1

Sin a | es una proteina de 14100 Da, aislada de semillas de Sinapis alba (mostaza
amaritla), cuyo anélisis de amino4cidos revela un contenido en glutamina y prolina de
alrededor del 35% del total, mientras que los aminoacidos bésicos suponen alrededor
de un 15%, y lacisteina un 7% aproximadamente [Menéndez-Arias y col., 1987]. Estos
datos relacionan estrechamente a este alergeno con las albiminas 28 de otras especies
vegetales. Al igual que las otras albitminas de bajo peso molecular aisladas de semillas
de cruciferas, también Sin a | esta constitufda por dos cadenas polipeptidicas de distinto
tamaiio, (9700 Da la cadena pesada y 4300 Da la ligera), que se encuentran unidas
mediante dos puentes disulfuro, existiendo, ademds, otros dos puentes intracatenarios
en la cadena pesada. Los espectros de dicroismo circular de Sin a 1 en el ultravioleta
lejano muestran un contenido en a-hélice en su estructura secundaria en torno al 50%,
mientras que el contenido en estructura B es muy pequefio o incluso inapreciable,
apareciendo también varios giros 8 [Menéndez-Arias y col., 1987].

La estructura primaria del alergeno presenta un gran nimero de residuos de
glutamina entre las posiciones 39-51 de la cadena pesada (figura 3), regidn en la que
se observa la repeticién de un tetrapéptido constituido por Val-X-GIn-Gln, donde X
puede ser lisina o arginina, y que aparece en las posiciones 37-40 y 41-44, ademas de
un tripéptido (GIn-GIn-Gly) que se localiza en las posiciones 47-49 y 50-52. Esta region
de la cadena pesada podria desempeiiar una funcion importante en el aporte de nitroge-
no durante el proceso de germinacion.
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Figura 3. Comparaci6n de las estructuras primarias del alergeno principal de la mostaza amarilla (Sin a 1) y de otras protefnas de semillas. (1} Sina 1; (2) napina
de colza (Bnlll); (3) albtimina 28 del ricino; (4) aliimina 28 de 1a nuez del Brasil; (5) precursor de la glutelina-2 de mafz (zefna rica en prolina); (6) pre-«/f gliadina
A-IV de trigo; (7) factor de inhibicién de Hageman del mafz; (8) inhibidor de o-amilasa de trigo. La nomenclatura CL y CP hace referencia a la cadena ligera o
pesada, respectivamente, en el caso de protefnas constituidas por dos subunidades. Los amino4cidos coincidentes con la secuencia del alergenc de mostaza aparecen
sefialados con barras. Figura tomada de Menéndez-Arias y col.(1988), con modificaciones.
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Cuando se comparan entre si las secuencias de aminoicidos de las dos cadenas
polipeptidicas del alergeno, se aprecia una similitud estructural a nivel de los extremos
amino y carboxilo de los dos polipéptidos que constituyen el alergeno, observandose ia
localizacion de prolina y glicocola en posiciones homoélogas, pudiendo relacionarse estos
datos con el reconocimiento de secuencias 0 estructuras concretas por parte de las
proteasas implicadas en el proceso de maduracién de Sin a 1 [Monsalve y col., 1990].

Cuando la estructura primaria de ambas cadenas polipeptidicas se compara con las
secuencias de diferentes proteinas almacenadas en distintos bancos de estructuras
primarias de proteinas, y de secuencias derivadas de 4cidos nucleicos, la maxima ho-
mologia se detecta entre Sin a 1 y las albiminas 2S de otras cruciferas, ricino y nuez
del Brasil [Menéndez-Arias y col., 1988]. Las cadenas pesadas de las albiminas 28
también exhiben cierta homologia con otras proteinas de semillas de monocotileddneas,
como gliadinas, inhibidores de tripsina y «-amilasa, y fosfolipido transferasas (figura
3). A excepcidn de los alergenos de mostaza, hasta el momento no se ha descrito
ninguna otra albimina 28 de cruciferas como trofoalergeno. Sin embargo, las napinas
podrian estar implicadas en la alergia respiratoria a colza.

Los determinantes antigénicos de Sin a | han sido estudiados usando anticuerpos
monoclonales (mAb) de ratén [Menéndez-Arias y col., 1990]. Los ensayos de compe-
ticidn y complementacién de 10 mAb (figura 4) revelan la existencia de dos regiones
antigénicas principales en la molécula del alergeno. Los anticuerpos empleados no
reconocen las cadenas carboxiamidometiladas, a excepcion del mAb denominado 2B3,
el cual es capaz de unirse a la cadena pesada alquilada. Sin embargo, este anticuerpo
no reconoce a la proteina nativa modificada con tetranitrometano, que si mantiene la
conformacidn nativa. Estos hechos sugieren que la Gnica tirosina de Sin a 1, situada en
la cadena pesada, puede ser parte de un epitopo secuencial del alergeno. La nitracién
de la proteina también afecta a la unidon de otros dos mAb: 4A1l y 3F3, los cuales
pertenecen al mismo grupo de complementacidon que 2B3. Por otra parte, el anticuerpo
4A11 causa la mayor inhibicién de los 10 mAb en la unién de IgE humana, o que
apunta la posibilidad de que la tirosina, y/o el determinante antigénico secuencial en el
que estd implicada, desempeiien un importante pape! en la alergenicidad de Sin a 1.
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ANTICUERPO MARCADD

ANTICUERPO COMPET!IDOR

ANTICUERPO ADSORBIDO A LA PLALA

Figura 4. Patrones de competicion (arriba) y complementacién (abajo) de los mAb anti-Sin a 1, estu-
diados por enzimoinmunoensayo indirecto. En el caso de los ensayos de competicién, se representan ios
valores de la relacién molar (R) del anticuerpo competidor necesaria para producir una inhibicién del
50% de la unién del anticuerpe marcado, de la siguiente manera: los cuadros negros significan que R <
3, correspondiente al anticuerpo compitiendo consigo mismo; la trama formando una red, 5 € R < 30;
la diagomal, 30 € R < 100; y los blancos indican que no hay competicién a R > 100. En los ensayos
de compiementacién, la cantidad de anticuerpo marcado unido a Sin a | se midi6é como densidad dptica
(DO} a 492 nm en ELISA, estableciéndose las siguientes categorias representadas por cuadrados: blancos,
DO < 0.075; rayados, 0.075 € DO < 0.5; cruzados, 0.5 € DO < 1.0; y negros, DO > 1.0. Figura
tomada de Menéndez-Arias y col., 1990,
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BIOLOGIA MOLECULAR APLICADA AL ESTUDIO DE ALERGENOS

En 1988, Thomas y colaboradores clonaron, por primera vez, una proteina
alergénica, concretamente el alergeno Der p 1 del 4caro Dermatophagoides
pteronissynus. Desde entonces, se han clonado y, en menor medida, expresado como
proteinas recombinantes, diversos alergenos (tabla 5). El elevado nimero de alergenos
clonados en los tltimos cinco afios demuestra ¢l gran impacto de la biologia molecular
en este campo de investigacion. Cabe puntualizar, sin embargo, que convendria reservar
el término ’alergenc recombinante’ para aqueilos que han sido expresados completos,
libres de toda secuencia “"carrier” y que conservan su capacidad de unir IgE de
pacientes alérgicos [Scheiner, 1992].

Aunque la secuencia de aminoacidos de los alergenos pueda ser obtenida mediante
la degradacion de Edman de la proteina pura, la aplicacion de esta técnica pocas veces
resulta posible en la prictica. Esto se debe a que los alergenos, obtenidos a partir de
extractos de productos naturales, suelen resultar dificiles de purificar, bien porque
constituyen un componente menor del extracto, bien porque poseen un elevado grado
de heterogeneidad, lo que imposibilita la obtencién de cantidades suficientes de una
especie molecular pura. Ademas, la purificacion de proteinas y, més aan, su posterior
secuenciacidon, son siempre procesos muy costosos en tiempo y dinero. Por estos
motivos, las técnicas de biologia molecular constituyen {a alternativa mas conveniente
para la elucidacidn de la estructura primaria de alergenos.

Como resultado de la aplicacidn, cada vez més frecuente, de la tecnologia del DNA
recombinante al estudio de las proteinas alergénicas, ha sido posible conocer la
estructura primaria de un niimero creciente de estas moléculas. Dicho conocimiento ha
permitido establecer la existencia de familias de alergenos homoélogos, ya sospechada
a partir de los datos de reactividad inmunoldgica cruzada. Ademds, la comparacioén de
las secuencias de los alergenos con las de proteinas conocidas ha posibilitado sugerir
una funcién bioldgica para muchos de esos alergenos. Asi, se ha hallado homologia
entre las secuencias de los alergenos de acaros Der p 1 y Der f 1 y tiol-proteasas como
la papaina o la catepsina B [Stewart y col., 1989]. También se ha demostrado que
varios alergenos de pdlenes de arboles (Bet v 1, Alng 1, Cora 1 y Car b 1) [Walter
y col., 1990] muestran un alto grado de similitud en su secuencia de aminoacidos con
un grupo de proteinas que son inducidas en tejidos de plantas en respuesta a condiciones
de estrés. De forma similar, se ha descubierto que Bet v 2 pertenece a la familia de las
profilinas [Valenta y col., 1991], las cuales se encuentran presentes en todos los
organismos eucariotas, participande en el control de la polimerizacion de la actina.
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Tabla 5. Principales alergenos clonados.

Origen biologico

Alergeno

Referencia

Acaros

Pélenes

Animales domésticos

Venenos de insectos

Alimentos

Derp |

Der p 2

Der f |

Der f2

Aln g 1 (aliso)
Amb a | (ambrosia)
Amb t 5 (ambrosia)
Bet v 1 {abedul)
Bet v 2 (abedul)
Bet v 3 (abedul)
Cor a 1 (avellano)
Lolpl

Ole e 1 (olivo)
Poap 9

Fel d | (gato)

Api m 1 (abeja)
Dol m 2 (avispa)
Dol m 5 (avispa)
Myr p | (hormiga)

Met e 1 (langostino)

Thomas y col., 1988
Chua y col., 1990
Dilworth y col., 1991
Trudinger y col., 1991
Breiteneder y col., 1992
Rafnar y col., 199t
Gosh y col., 1991
Breiteneder y col., 1989
Valenta y col., 1991
Seiberler y col., 1994
Breiteneder y col., 1993
Perez y col., 1990
Villalba y col., 1994
Sibvanovich y col., 199]
Morgenstern y col., 1991
Kuchler y col., 1989

Lu y col., 1994

Fang y col., 1988
Donovan y col., 1993

Leung y caol., 1994
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Recientemente, también se ha caracterizado a Bet v 3 como una proteina capaz de unir
Ca’* [Seiberler y col., 1994]. Finalmente, se ha visto que el alergeno principal del
polen del olivo (Ole e 1) forma parte de una familia de proteinas especificas de polen
[Villalba y col., 1994] cuya funci6n, aunque alin desconocida, parece estar relacionada
con la germinacion del grano de polen {Muschietti y col., 1994].

La disponibilidad de alergenos recombinantes abre la posibilidad de abordar desde
una nueva perspectiva el mapeo de epitopos implicados en el reconocimiento por
linfocitos B y T. De esta forma se han estudiado epitopos en alergenos de 4caros
[Nishiyama y col., 1994] y pdlenes [Bufe y col., 1994].

Otros campos en los que el uso de alergenos recombinantes muestra un gran
potencial son el diagndstico y la inmunoterapia. El uso de alergenos recombinantes
individuales para diagnéstico in vivo e in vitro, en lugar de extractos alergénicos,
permitird determinar todos los alergenos a los que el paciente estd sensibilizado,
posibilitando asi el empleo de mezclas de hiposensibilizacién adaptadas a las
necesidades individuales especificas de cada paciente.

Hasta el momento, no existen ensayos clinicos que permitan evaluar la terapia con
alergenos recombinantes. Posiblemente, pronto pueda disponerse de datos en pacientes
alérgicos a polen de abedul, debido a la disponibilidad de Bet v I recombinante y al
pequeiio nimero de proteinas alergénicas presentes en dicho material biolégico. Sin
embargo, las perspectivas a corto plazo no son tan buenas para otros extractos, ya que
pueden ser necesarios varios aios para disponer del nimero de alergenos recombinantes
necesario para una inmunoterapia efectiva. Por otra parte, la posibilidad de producir
formas recombinantes modificadas de un alergeno, abre las puertas a formas

enteramente nuevas de inmunoterapia.
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OBJETIVOS DE LA PRESENTE INVESTIGACION

Como hemos visto, la produccién de alergenos recombinantes puede aportar valiosa
informacion estructural y funcional, asi como nuevos datos acerca de cOmo estas
proteinas promueven la respuesta alérgica en individuos sensibles. Hasta el momento,
la expresion de alergenos recombinantes se ha limitado fundamentalmente a los
procedentes de dcaros y de pélenes de plantas [Scheiner, 1992]. S6lo muy recientemente
ha sido expresado en E. coli un alergeno de alimentos, la tropomiosina de langostino
(Met e 1) [Leung y col., 1994].

En nuestro laboratorio se llevé a cabo el aislamiento y la secuenciacion del
alergeno de la mostaza amarilla, Sin a 1 [Menéndez-Arias y col., 1987; 1988], asi
como diversos estudios inmunoldgicos sobre esta proteina [Menéndez-Arias y col.,
1990]. Basiandonos en estos datos, nos proponemos profundizar en el estudio de las
propiedades alergénicas de esta molécula. Los objetivos de la investigacion aqui
planteados pueden resumirse en los siguientes puntos:

1.- Clonaje y expresion en E. coli de una forma recombinante de Sin a 1 que conserve
intactas la mayor parte de sus propiedades antigénicas y alergénicas.

2.- Estudio de la estabilidad de la actividad alergénica de Sin a 1 frente a diversas
enzimas proteoliticas del tracto digestivo.

3.- Localizacién en Sin a 1 de regiones implicadas en se unién a IgE de pacientes
alérgicos a mostaza.
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MATERIALES

Bacterias

Las cepas de E. coli utilizadas fueron: TGl (supE hsdAS thi A(lac-proAB)
F’[traD36 proAB™ lacl® lacZAM15]) [Gibson, 1984]; DH5aF’ (supE44 AlacU169 ($80
lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl F’) [Hanahan, 1983]; JA221 (Ipp
hsdM* trpES leuB6 lacY recA1/F’ lacP lac™ pro™) [Nakamura e Inouye, 1979]; RB791
(W3110 lacl® 1L8) [Brent y Ptashne, 1978]; lon-1 (thr-1 leuB6 thi-1 argE3 hisG4 proA2
lon-1 lacY1 galK2 mtl-1 xyl-5 ara-14 strA31 tsx-33 N supFE44) [Howard-Flanders y
col., 1964].

Medios de cultivo

El medio de cultivo empleado para el crecimiento de las bacterias fue Luria-Bertani
(LB) [Maniatis y col., 1982]. Para el cultivo de bacterias transformadas con pldsmidos,
se aifadié ampicilina hasta una concentracién final de 100 pg/ml. El cultivo en medio
sélido se llevo a cabo en placas con el mismo medio LB conteniendo agar 15 g/l.

Oligonucledtidos

Los oligonucleétidos sintéticos empleados fueron sintetizados en el Departamento
de Biologia Funcional de la Facultad de Medicina de la Universidad de Oviedo,
utilizando un sintetizador de DNA de Applied Biosystems, modelo 381A, de acuerdo
a procedimientos estindar [Sambrook y col., 1989].

Plasmidos

El ptasmido pUCI18 [Norrander y col., 1983] se utilizo en la subclonacion de los
productos de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Para la expresion de
secuencias nucleotidicas en E. coli se emplearon los plasmidos pCE17 [Sanchez-Puelles
y col., 1990], pIN-II1-A2 [Masui y col., 1984}, pIN-ilI-ompA-2 [Ghrayeb y col., 1984],
pTrc 99A [Amann y col., 1988], y pGEX-2T {Smith y Johnson, 1988]. Los tres
primeros nos fueron proporcionados amablemente por el Dr. José Luis Garcia Lopez,
del Centro de Investigaciones Bioldgicas de Madrid. Los otros dos fueron suministrados
por Pharmacia.
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Enzimas para la manipulacion del DNA
Las enzimas de restriccion EcoRl, BamHI y Hindlll, asi como la T4 DNA ligasa
fueron suministradas por Boehringer.

Semillas de cruciferas

Las semillas de mostaza amarilla (Sinapis alba) fueron proporcionadas por
Herborem (Madrid). Las semillas de colza (Brassica napus) nos fueron suministradas
por el Instituto Nacional de Investigaciones Agronémicas de Madrid.

Sueros de individuos alérgicos

Los sueros de pacientes alérgicos a mostaza nos fueron amablemente suministrados
por las Dras. M? Luisa Gonzilez y M?* Isabel Esteban de la Unidad de Alergia del
Hospital General de Segovia, y por los Dres. Manuel Martin Esteban y Cristina Pascual
del Departamento de Inmunoalergia del Hospital Infantil "L.a Paz" de Madrid.

El suero de un paciente alérgico a colza fue generosamente suministrado por la
Dra. Ana Fiandor, de la Unidad de Alergia del Hospital General de Guadalajara.

Extractos digestivos humanos

La secrecién gistrica humana nos fue amablemente proporcionada por la Dra.
Mercedes Barba, del Laboratorio de Gastroenterologia del Hospital Ramén y Cajal de
Madrid.

TECNICAS BASICAS DE MANIPULACION DE DNA

Electroforesis en geles de agarosa

El andlisis de fragmentos de DNA se llevd a cabo mediante electroforesis en geles
de agarosa (U.S. Biochemical Corp.) al 1-2%, en tampén TAE (Tris-acetato 40 mM
pH 8.0, EDTA 2 mM), de acuerdo con el procedimiento descrito por Maniatis y col.
(1982). Para las electroforesis preparativas se utilizaron geles de agarosa de bajo punto
de fusion (U.S. Biochemical Corp.) al 1.5%, y el desarrollo se realizd a 4°C. El DNA
se visualizé por tincion con bromuro de etidio e iluminacién con luz ultravioleta [Sharp
y col., 1973].

Aislamiento de plasmidos y fragmentos de DNA

La purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa o de mezclas
de PCR se realizé utilizando el "kit" comercial Wizard™ PCR Preps, de Promega,
siguiendo las instrucciones del fabricante.

El DNA plasmidico se aislé por el método de lisis alcalina descrito por Maniatis
y col. (1982). Cuando fue necesario para su secuenciacién, los plismidos fueron
purificados mediante el uso del "kit" Wizard™ MiniPreps de Promega.
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Digestion de DNA con enzimas de restriccion

Las digestiones de DNA con enzimas de restriccion y las ligaciones de los
fragmentos se llevaron a cabo segin las indicaciones de Maniatis y col. (1982) y de las
firmas suministradoras de las correspondientes enzimas.

Transformacion de células competentes de Escherichia coli

La preparacion de células competentes de las distintas cepas de E. coli utilizadas
se realizd mediante el método del cloruro de rubidio [Hanahan, 1983].

Se afiadieron entre 10 y 100 ng de DNA plasmidico a 200 ul de células
competentes recién descongeladas. Tras mantenerla en hielo durante 15 minutos, la
mezcla de transformacién se calentdé 3 minutos a 37°C y se volvié a enfriar en hielo de
nuevo. A continuacion, se afiadieron 800 ul de medio LB y se incubaron las células
durante 1 hora a 37°C. Las colonias transformantes se seleccionaron en placas de LB-
agar con ampicilina.

AISLAMIENTO DE DNA GENOMICO DE SEMILLAS DE Sinapis alba

El DNA genémico fue aislado de la harina obtenida de la molturacion de semillas
de S. alba, por un procedimiento derivado de Murray y Thompson (1980). Se
suspendieron 0.1 g de harina de semillas en 600 ! de tampon CTAB (Tris-HCl 50 mM
pH 8.0, EDTA 10 mM, bromuro de cetiltrietilamonio 1%) con NaCl 0.7 M y 8-
mercaptoetanol 1%, y se incubd la mezcla a 56°C durante 20 minutos, agitando
vigorosamente varias veces. A continuacion, se afiadieron 600 ul de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1), se emulsiond la mezcla y se centrifugd a 12000 g a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Se recogid la fase acuosa y se le afiadieron 600 ul de
tampén CTAB. Tras mezclar bien, se incubé a temperatura ambiente durante 20
minutos y después se centrifugd durante 10 minutos en las mismas condiciones
anteriores. El sedimento se redisolvi6 en 400 ul de NaCl 1 M y a continuacion se llevo
a cabo una extraccion con fenol:cloroformo (1:1), seguida de una precipitacion con
etanol, segiin los métodos descritos por Maniatis y col. (1982). La muestra se redisolvio
en 200 ul de tampén TE (Tris-HCl 10 mM, pH 7.6) y se traté con RNasa 0.1 mg/ml
{Sigma) durante 2 horas a 37°C. Tras una nueva precitacion con etanol, el DNA se
disuelvio en 50 ul de agua estéril. La concentraciéon de DNA se estimé mediante el
método de Cesarone y col. (1979) en un fluorimetro modelo TKO 100 (Hoefer
Scientific Instruments).
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AMPLIFICACION DE DNA MEDIANTE PCR

La secuencia gendmica que codifica el precursor de Sin a 1 sin el péptido sefal fue
amplificada mediante PCR usando oligonucledtidos cebadores no degenerados
correspondientes a los extremos N y C-terminales de dicho alergeno [Menéndez-Arias
y col., 1988]. En los extremos 5 de 1os cebadores se incorporaron diferentes dianas de
restriccion, con el fin de insertar los productos resultantes de la amplificacion en los
vectores plasmidicos deseados [Scharf y col., 1986].

Fueron amplificados 50 ng de DNA gendémico en 100 ul de mezcla de reaccion
conteniendo dNTPs (200 uM cada uno), los dos cebadores (1 M cada uno), y 2
unidades de Tag polimerasa (Boehringer) en el tampén comercial suministrado con
dicha enzima. Para reamplificar los productos, se utilizé 1 ng del molde en la misma
mezcla de reaccion. Todas las reacciones fueron llevadas a cabo por cuadruplicado en
un aparato Techne Cycler PHC-3 (New Brunswick Scientific).

Los programas utilizados fueron los siguientes:

Para amplificar DNA gendmico:

5 ciclos: 94°C  durante 1 minuto
47°C ! 1 "
72°C " .5 "
20 ciclos: 94°C  durante 1 minuto
55°C " .5 "
72°C " 1.5
Para reamplificar productos de PCR y secuencias clonadas:
30 ciclos: 94°C  durante 15 segundos
50°C " 15 "
72°C " 1 minuto

En ambos casos, el programa fue precedido de una etapa de desnaturalizacion a
05°C durante 15 minutos, y seguido de una etapa final de elongacion a 72°C durante 10
minutos.

SECUENCIACION DE DNA

Tras su purificacion, los plasmidos recombinantes se desnaturalizaron con NaOH
0.2 N/JEDTA 0.2 mM [Hattori y Sakaki, 1986]. La secuenciaciéon del DNA bicatenario
se llevo a cabo segin las instrucciones del "kit" comercial Sequenase version 2.0 (U.S.
Biochemical Corp.), basado en el método de terminacion de cadena por didesoxirribo-
nucleétidos [Sanger y col., 1977]. Como nucle6tido marcador se empled **S-«-ATP
(Amersham), y como cebadores se usaron: M13 Sequencing Primer (-40) de U.S.
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Biochemical Corp., M13 Reverse Sequencing Primer (-48) de Biolabs, y oligonu-
cledtidos sintéticos derivados de las secuencias obtenidas.

Las reacciones de secuenciacion se analizaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida (30 x 40 x 0.05 cm) al 6% en TBE (Tris-borate 45 mM, pH 8.0, EDTA
| mM) en condiciones desnaturalizantes (urea 7 M). A continuacion, los geles se fijaron
en una solucion de metanol al 10% y acido acético al 10%, se secaron a vacio a 80°C

durante 90 minutos, y se sometieron a autorradiografia.

EXPRESION Y PURIFICACION DEL ALERGENO RECOMBINANTE

Induccién de cultivos de E. coli

Las células de E. coli transformadas con las correspondientes construcciones de
expresion se incubaron a 37°C en medio LB con ampicilina hasta que los cultivos
alcanzaron la fase estacionaria (8-12 horas). A continuacion se diluyeron 1:10 en medio
fresco y se volvieron a incubar en las mismas condiciones hasta que la densidad optica
a 600 nm alcanzd un valor entre 0.6 y 0.8. Seguidamente se afiadid isopropiltioga-
lactosido (IPTG) hasta una concentracién | mM y se incubd durante otras 3 horas a
37°C. Después, los cultivos se centrifugaron, descartindose el sobrenadante.

Aislamiento de fraccién periplismica

Se resuspenden cuidadosamente las bacterias en tampéon Tris-HCI 33 mM, pH 7.0,
EDTA 33 mM, a razén de 5 ml/g de células. A continuacién se afiade un volumen de
sacarosa al 40% en agua, y se agita la muestra suavemente durante 10 minutos a
temperatura ambiente, Después se centrifuga la muestra, se descarta el sobrenadante,
y se resuspende cuidadosamente el sedimento celular en agua destilada a 4°C (10 ml/g
de células). Tras incubar la muestra a 4°C con agitacion suave durante 10 minutos, se
vuelve a centrifugar, obteniéndose la fraccion de periplasma en el sobrenadante.

Obtencion de la fraccion soluble de lisados bacterianos

Las bacterias se resuspendieron en 1/20 volimenes de cultivo de tampon PBS
(NaCi 140 mM, KCl 2.7 mM, KH,PO, 1.5 mM, Na,HPO, 8.1 mM, pH 7.3)
conteniendo fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM y fueron lisadas mediante
sonicacion. Para ello se sometieron a cinco periodos de sonicacion (20 kc en un aparato
MSE) de 30 segundos de duracién cada uno separados entre si por 30 segundos.
Durante todo el proceso de sonicacion, la muestra se mantuvo inmersa en hielo.

Tras la lisis, se afiadié Triton X-100 hasta el 1% (v/v) y se mantuvo la muestra a
4°C en agitaci6én magnética suave durante 30 minutos para favorecer la solubilizacion
de las proteinas. A continuacioén, el lisado se centrifugd a 12000 g durante 10 minutos
y se procedid a separar las fracciones soluble e insoluble.
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Purificacién de Sin a 1 recombinante expresado como proteina de fusién con la
glutation-S-transferasa de Schistosoma japonicum (GST)

La fraccién soluble del lisado se incubé durante 1 hora con agitacién suave a tem-
peratura ambiente con glutation-Sepharosa 4B (Pharmacia) a una relacion de 0.5 ml de
resina por cada litro de cultivo original. A continuacién se centrifugé la muestra a 500
g durante 5 minutos y se desechd el sobrenadante. La resina se lavd 3 veces con 10
volimenes de PBS, separando tras cada lavado el sobrenadante mediante una centrifuga-
cién realizada en las condiciones anteriormente descritas. Una vez retirado el exceso
de tampo6n, se afiadié 1 volumen de PBS conteniendo 1 pl/ml de trombina concentrada
de Pierce (1ul de enzima equivale aproximadamente a 10 unidades NIH) y la mezcla
se incubé con agitactn suave a temperatura ambiente durante 1 hora. Tras la digestion,
se sedimento la resina (a la que permanecié unida la GST) mediante centrifugacion en
microfuga y se recogié el sobrenadante, el cual contenia el alergeno recombinante
liberado. La proteina unida a la resina pudo liberarse de la misma mediante un lavado
con un volumen de Tris-HCI 50 mM, pH 8.0 conteniendo glutatién reducido 10 mM.

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ALBUMINAS 2S

El aislamiento del alergeno de mostaza, Sin a I, y de [as napinas de colza, se
realiz6 a partir de la harina obtenida por molturacién de las correspondientes semillas,
seglin los métodos descritos por [Menéndez-Arias y col., 1987] y [Monsalve y
Rodriguez, 1990], respectivamente.

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Se realiz6 en un sistema discontinuo, de acuerdo al procedimiento descrito por
Laemmli (1970). La polimerizacion de los geles de poliacrilamida y el desarrollo de la
electroforesis se llevo a cabo en un aparato Mini-Protean 11 de Bio-Rad. Los geles
fueron de 0.75 mm de espesor, 7 cm de alto y 8 cm de ancho. En cada pocillo (de 5
mm) se aplicaron de | a 10 ug de proteina, o bien lisado de células correspondiente a
50-100 pl de cultivo, en un volumen maximo de 20 ul.

Se prepararon geles homogéneos al 15% de poliacrilamida, con un gel concentrante
del 4%. Las muestras de proteina se disolvieron en tampoén de aplicacion (Tris-HC 50
mM, pH 6.8, SDS 2%, azul de bromofencl 0.1%, glicerol 10%) o el mismo tampén
con B-mercaptoetanol al 5%, en cuyo caso se calentaron a 80°C durante 20 minutos
antes de su aplicacién en el gel. La electroforesis se llevé a cabo en un tampon
compuesto por Tris-base 25 mM, glicina 192 mM y SDS al 0.1%. La corriente {25 mA
por gel) se aplico hasta que el marcador (azul de bromofenol) comenzd a salir del gel.
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Las proteinas se detectaron mediante tincion con azul brillante de Coomassie R-250
| Fairbanks y col., 1971] durante 15 minutos en una disolucién que contenfa: Coomassie
Brilliant Blue R-250 a! 0.3% (p/v), metanol al 45% (v/v) y 4cido acético al 10% (v/v).
El exceso de colorante se elimind por sucesivos lavados en 4cido acético al 7.5%.

Como patrones de peso molecular se utilizaron las proteinas contenidas en el "kit"
MW-SDS-70L de Sigma, que son las siguientes:

- Albimina se suero bovino (66000 Da)
- OvalbGmina de clara de huevo de gallina (45000 Da)
- Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

de musculo de conejo (subunidad) (36000 Da)
- Anhidrasa carbonica de eritrocito bovino (29000 Da)
- Tripsinégeno de pancreas bovino (24000 Da)
- Inhibidor de tripsina de soja (20100 Da)
- «-lactaibimina de leche de vaca (14200 Da)

TRANSFERENCIA ELECTROFORETICA DE PROTEINAS A MEMBRANAS

Se llevd a cabo esencialmente de acuerdo al procedimiento descrito por Towbin y
col., (1979). Como membranas inmovilizantes se utilizaron liminas de nitrocelulosa
(Bio-Rad) o Immobilon PVDF (Millipore). La transferencia se realizé en tampon Tris-
base 48 mM, glicina 39 mM, SDS 0.0375%, Metanol 20%, a una intensidad de
corriente constante de 1 mA/cm? durante 1 hora.

Para comprobar la eficacia de la transferencia a membranas de nitrocelulosa, las
proteinas se visualizaron mediante tincién en una disolucion de rojo Ponceau al 0.5%
(p/v) en acido acético | M, destiiiéndose a continuacion el fondo con varios lavados en
acido acético 1 M. En el caso de la transferencia a membranas de Immobilon, las
proteinas se tifieron con azul brillante de Coomassie (R-250) al 0.1% en metanol
(20%), acido acético (1) %, durante | minuto, seguido de lavados en metanol al 50%.

ESPECTROS DE ABSORCION ULTRAVIOLETA

La obtencidn del espectro ultravioleta de dcidos nucleicos y proteinas se llevd a
cabo en cubetas de 1 cm de paso dptico, empledndose un espectrofotdémetro Beckman
modelo DU-7. Para eliminar la dispersion dptica, se corrigid el espectro obtenido a
partir de la relacion existente entre ia absorcion y 1/A%
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ANALISIS DE AMINOACIDOS

Las muestras de proteina {0.1-2 nmoles) se hidrolizaron en 0.2 ml de HCI
azedtropo 6 N conteniendo fenol al 0.1% (p/v) y norleucina como estandar interno, en
tubos cerrados a vacio a 105°C durante 24 horas. Los hidrolizados fueron analizados
en un equipo Beckman modelo system 6300 conectado a un médulo de interfase
analdgica System Gold. A partir de los datos del andlisis se determin® la composicién
de aminoicidos en % molar asi como la cantidad de proteina hidrolizada en cada caso.

AISLAMIENTO DE LAS SUBUNIDADES DEL ALERGENO

Reduccion y carboxiamidometilacion del alergeno

Se disolvieron 3 mg de Sin a 1 en 0.5 ml de tampén Tris-HC! 1 M, pH 8.5,
conteniendo cloruro de guanidinio 6 M y EDTA 2 mM. La reduccidn se consiguié
afiadiendo ditiotreitol (DTT) sélido hasta alcanzar una concentraciéon final de 0.1 M,
gaseando la mezcla con nitrégeno e incubdndola a 37°C durante 90 minutos.

Para llevar a cabo la carboxiamidometilacién de las cadenas reducidas, se afadio
a la mezcla anterior iodoacetamida a una concentracion final de 150 mM, y se incuba
durante otros 90 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

Separacién de las cadenas

La separacton de las cadenas reducidas y carboxiamidometiladas se realizé mediante
una cromatografia de penetrabilidad en Sephadex G-50 fine, en una columna de
dimensiones 46 x 2 cm, equilibrada en bicarbonato amonico 0.1 M, pH 8.0. De esta
forma se logrd separar tanto los componentes polipeptidicos como los reactivos en
exceso. Antes de aplicar la muestra se le afiadieron 0.5 ml del mismo tampén en el que
estd equilibrada la columna. Se recogieron fracciones de 2.5 ml, registrindose la
transmitancia del eluido en un espectrofotdmetro de flujo continuo Uvicord 11 (LKB).
Las fracciones correspondientes a cada una de las dos subunidades se identificaron a
partir del perfil de absorbancia del eluido a 230 nm, obtenido en un espectrofotémetro
Beckman meodelo DU-7.

SECUENCIACION AUTOMATICA DE PROTEINAS

La secuencia amino-terminal de protefnas se determind mediante degradacion
automatica de Edman, en un secuenciador de fase gaseosa-pulsos liquidos Applied
Biosystems modelo 477A en el Departamento de Biologia Funcional de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Oviedo, utilizando el programa estdndar, en presencia
de polibreno [Tarr y col., 1978]. Los derivados feniltiohidantoinicos (PTHs) de los
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aminoacidos fueron identificados y cuantificados mediante un analizador de PTHs,
modelo 120A, de la misma casa comercial [Hewick y col., 1981].

En el caso de proteinas adsorbidas a Immobilon, se recortd la banda proteica de la
membrana y se aplicé directamente al secuenciador bajo las condiciones descritas
[Legendre y Matsudaira, 1988].

OBTENCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS FRENTE A Sina 1

Suero policlonal

Se obtuvo mediante la inmunizacién de conejos con el alergeno Sin a 1. El
procedimiento de inmunizacidn se realizd una vez por semana, durante un periodo total
de seis, inyectando a los conejos, intramuscularmente, 0.5 ml de una disolucion del
alergeno (0.5 mg/ml) en tampdén PBS, a la que se le afiadieron (.7 ml de adyuvante de
Freund completo. Esta disolucién se preparé en el momento de realizar la inyeccion y
debe ser emulsionada previamente.

Al cabo de las seis semanas se llevd a cabo la sangria del conejo, extrayéndose
unos 60 ml de sangre a través de la vena marginal. A partir de esta sangre se obtuvo
el suero, que contiene las inmunoglobulinas especificas para el alergeno Sin a 1. A
continuacidn, si hace faita mayor cantidad de suero, pueden inyectarse intramuscu-
larmente unos 100 pg del antigeno disueltos en PBS y emulsionados con adyuvante de
Freund completo. Tras estos "recuerdos”, los conejos pueden sangrarse transcurridos
10 dias, de la misma forma que se describid anteriormente. Sucesivos recuerdos habran
de espaciarse en el tiempo por periodos de uno o dos meses.

Para poder utilizar el suero obtenido en ensayos de inmunodeteccion de proteinas
recombinantes en lisados de E. coli, es necesario eliminar aquellos anticuerpos que
reconozcan proteinas bacterianas. Para ello, se procedié a la precipitacién de dichos
anticuerpos de la siguiente manera:

- Se diluye el suero 1:10 en PBS/Tween 20 0.05% y se le afiaden 100 gl de lisado
bacteriano (que no exprese la proteina recombinante).

- Se incuba la mezcla durante 2 horas a 4°C con agitacion suave.

- Se centrifuga la muestra a 10000 g durante 10 minutos y se descarta €l sedimento.

- Se ailaden otros 100 pl de lisado y se repiten la incubacién y la centrifugacion
anteriores. La fraccion soluble resultante puede usarse para detectar de forma
especifica al alergeno recombinante en lisados de E. coli.
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Anticuerpos monoclonales

Los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales se obtuvieron tras inmuni-
zar ratones BALB/c con la fraccién 2S de semillas de S. alba, segin el protocolo de
Kohler y Milstein (1975). Los sobrenadantes de cultivo fueron gentilmente cedidos por
los Drs. J. Dominguez e 1. Moneo, del Centro Especial "Ramén y Cajal” de Madrid.

La determinacién de los isotipos correspondientes a las inmunoglobulinas produ-
cidas por los distintos hibridomas se hizo mediante ELISA indirecto [Menéndez-Arias
y col., 1990].

ENZIMOINMUNOENSAYO (ELISA) INDIRECTO

Todos los ensayos se llevaron a cabo en placas Costar de 96 pocillos de fondo
plano (cada uno de ellos de 0.32 cm? de superficie) y de alta capacidad de uni6n. Para
cada punto se realizaron un minimo de dos determinaciones independientes.

Titulacién de anticuerpos

Se realizd del siguiente modo:

1.~ Fijacion del antigeno (100 ng/pocillo en 100 ul de PBS) durante 12-16 h a 4°C.

2.- Bloqueo de los sitios de unién inespecificos con 200 ul de tampo6n de saturacion
(PBS / Tween 20 0.1% / leche en polvo 3%) durante 1 hora a 37°C.

3.- Incubacién con las distintas diluciones del anticuerpo (100 ul/pocillo) en
tampén de saturacion a 37°C durante 1 hora (6 2 horas, cuando se pretendia
titular igE).

4.- Incubacién con el segundo anticuerpo (100 ul/pocillo) diluido en tampén de
saturacion a 37°C durante | hora. Para el suero de conejo se usé como segundo
anticuerpo una dilucién 1:3000 de anti-IgG de conejo obtenida en cabra (GAR)
conjugada con peroxidasa (Bio-Rad), para los anticuerpos monoclonales se
utilizé6 una dilucion 1:5000 de anti-IgG de raton obtenida en cabra (GAM)
conjugada con peroxidasa (Pierce) y en el caso de suerc humano {pacientes
alérgicos) se empleé un anticuerpo monoclonal anti-IgE humana obtenido en
ratén (1:5000) y cedido generosamente por los laboratorios Abelld (Madrid).
En este dltimo caso, se debe realizar una ultima incubaciéon con GAM marcado
con peroxidasa (1 hora a 37°C).

5.- Adicidn del sustrato de la peroxidasa (OPD 0.63 mg/ml) en citrato sddico 0.1
M, pH 5, con un 4% de metanol y un 0.03 % de H,0, (100 ul/pociilo).

6.- Detencién de la reaccion con 100 ul de Acido sulfiirico 3 N.

7.- Lectura de la densidad 6ptica de cada pocillo a 492 nm en un lector de ELISA
Uniskan [I (Flow Labs.).
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Ensayos de inhibicién
Se preincubaron mezclas de 105 ul de anticuerpo junto con 105 ul de las distintas
diluciones del antigeno que queriamos usar como inhibidor. La dilucién del anticuerpo
utilizada correspondié a la concentracién del mismo necesaria para que en su titulacion
mediante ELISA indirecto la densidad Optica a 492 nm fuese de 0.5-1.0. Estas coincu-
baciones se mantuvieron en agitacion suave a 4°C durante 14-16 horas y transcurrido
ese tiempo se transfirieron 100 ul de cada una de ellas a los distintos pocillos previa-
mente tapizados y saturados segin el mismo procedimiento descrito en el apartado
anterior. A continuacidn se incub6 la placa durante 1 horas (2 horas en el caso de la
unién de IgE) a 37°C y se continud de forma idéntica a como se ha descrito para el
ELISA de titulacidn,
Los resultados obtenidos se expresaron como porcentaje de inhibicién producido
frente a concentracion de inhibidor, estimindose de acuerdo a la siguiente expresion:
% Inhibicion = 100 [1 - (DO, - DOyjanee/ (DO pax - DOyianco)]
siendo: DO,,, = densidad éptica observada a 492 nm para la correspondiente
concentracion de inhibidor;
DOy, = densidad 6ptica a 492 nm en los pocillos en los que el tapi-
zado inicial se ha hecho con tampén de dilucion en lugar del alergeno;
DO, = absorcion a 492 nm en aquellos pocillos en los que las
coincubaciones se hacen en ausencia de inhibidor.

INMUNODETECCION DE PROTEINAS TRANSFERIDAS A SOPORTES
SOLIDOS

Después de la transferencia de las proteinas del gel de poliacrilamida a la
membrana de nitrocelulosa, ésta se incubd 1 hora a temperatura ambiente en tampén
de saturacidén. Seguidamente se afiadid el suero o anticuerpo diluido en el mismo
tampon y se incubd 1 hora (2 horas en el caso de que se pretendiese detectar IgE) a
temperatura ambiente. Después de lavar la membrana con PBS / Tween 20 0.1%, se
incubd durante 1 hora a temperatura ambiente con el correspondiente segundo
anticuerpo diluido en el tampdn de saturacion (en el caso de la deteccidn de IgE, y al
igual que en el ELISA, fue necesaria una incubacién adicional con GAM marcado con
peroxidasa). Tras un nuevo lavado exhaustivo de la membrana, se ensayé la reaccién
de la peroxidasa. Para ello, cuando se tratd de detectar la unidn de IgG, se sumergid
la membrana en una solucién de 3, 3’-diaminobenzidina-HCI (DAB) a 0.3 mg/ml en
PBS conteniendo un 0.05% de agua oxigenada. La reaccion se detuvo sustituyendo la
disolucion de DAB por agua destilada. En el caso de la inmunodeteccién con sueros de
pacientes alérgicos, y dada la baja concentracién de IgE (comparada con las IgG), el
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revelado se 1levo a cabo mediante el método del ECL™ (Amersham), cuya sensibilidad
es superior a la DAB [Rosewell y White, 1978].

ENSAYOS DE ESTABILIDAD GASTROINTESTINAL DE PROTEINAS

Hidrolisis con tripsina

La proteina sustrato se disolvié a una concentracién de 0.5-1 mg/ml en bicarbonato
amonico 0.2 M pH 8.0. Se aiiadio tripsina (Worthington) tratada con TPCK (N-tosil-L-
fenilalanil clorometilcetona) hasta alcanzar una relacion enzima:sustrato de 1:50 en
peso. La hidrolisis se llevé a cabo a 37°C, recogiéndose alicuotas a 3, 5, 8 y 24 horas.
Tras la digestidn, la muestra se liofilizd para ser analizada por PAGE-SDS vy
cromatografia liquida de alta resolucién,

Hidrdlisis con quimeotripsina

La digestion y el andlisis de los productos resultantes se Ilevé a cabo en las mismas
condiciones descritas para la tripsina. La quimotripsina utilizada (Worthington) se tratd
con TLCK (N-tosil-L-lisil clorometilcetona) con objeto de inhibir la posible actividad
triptica contaminante.

Hidrdlisis con pepsina

Se realizé con la proteina sustrato disuelta a una concentracién de 0.5-1 mg/ml en
dcido férmico al 5% (v/v). Se aiiadi6 pepsina hasta una relacion en peso 1:100 con
respecto al sustrato, y se incubd la mezcla en las mismas condiciones anteriormente
descritas. El producto del tratamiento se analizé por PAGE-SDS y cromatografia liquida
de alta resolucion,

Tratamiento in vitro con extractos digestivos humanos

Para los ensayos de digestion in vitro se utilizd la secrecion gdstrica extraida de un
individuo tras 15 minutos de estimulacién con gastrina.

Se disolvieron 10 pg de proteina sustrato en 10 ul de secrecidn digestiva y se
incubd ta reaccion durante 2 horas a 37°C, tras lo cual se analizaron los productos
mediante PAGE-SDS.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION EN FASE REVERSA
(RP-HPLC)

Se llev a cabo en un cromatdgrafo Beckman equipado con dos bombas peristilticas
modelo 110, un elemento organizador y controlador System Gold modelo Analog
Interface Module 406 (Beckman), un detector ultravioleta de longitud de onda variable
de doble canal, modelo 165, un inyector Vent 210 Altex y un registro grafico
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OmniScribe Recorder. La columna empleada para la separacién de los péptidos fue una
Nucleosil C18 (Scharlau) de 250 x 4.6 mm. Se recogieron fracciones de | ml en un
microcolector Gilson TDC-80.

Las muestras se aplicaron disueltas en acido trifiuoracético (TFA) al 0.1% en agua,
y como sistema de elucidn se empledé un gradiente lineal de acetonitrilo del O al 30%,
coh una concentracién constante de TFA del 0.1%.
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EXPRESION DEL ALERGENO Sin a 1 EN E. cofi
Estrategia general

El alergeno principal de la mostaza, Sin a 1, aparece en su forma nativa constituido
por dos cadenas polipeptidicas de distinto tamafio unidas mediante dos puentes disulfuro
[Menéndez-Arias y col., 1986]. En la familia de las napinas, a la que pertenece Sin a
1, estas dos cadenas se sintetizan durante la formacién de la semilla en forma de un
precursor que posee tres segmentos adicionales respecto a la proteina madura: uno en
el extremo N-terminal, otro en la region comprendida entre las dos cadenas
polipeptidicas que aparecen en la proteina nativa, y un residuo en la posicion C-
terminal. El alergeno presente en la semilla madura es, por tanto, el resultado del
procesamiento proteolitico postraduccional de dicho precursor {Crouch y col., 1983;
Ericson y col., 1986].

La estrategia utilizada para la expresidon de Sin a 1 en E. coli se sumariza en la
figura 5. En primer lugar, se procedié a amplificar mediante PCR una secuencia
gendmica de nucledtidos que codificara las dos cadenas polipeptidicas mds la secuencia
de conexion entre ambas. Los oligonucleétidos no degenerados utilizados como
cebadores en dicha amplificacion, SA-1 y SA-2, correspondian a secuencias que
codifican, respectivamente, el extremo N-terminal de la cadena ligera y el extremo C-
terminal de la cadena pesada del alergeno. Los codones usados se seleccionaron en base
a las secuencias nucleotidicas conocidas de proteinas homdlogas [Crouch y col., 1983,
Ericson y col., 1986; Josefsson y col., 1987; Scofield y Crouch, 1987; Baszczynski y
Fallis, 1990; Raynal y col., 1991; Ericson y col., 1991]. Tras el anilisis de las
secuencias de los clones obtenidos, se escogid para su expresion el mas similar a la
estructura primaria del alergeno natural, determinada previamente mediante degradacion
de Edman [Menéndez-Arias y col., 1988]. Este fragmento de DNA fue posteriormente
subclonado en diferentes vectores de expresién, para lo cual se llevé a cabo una
reamplificacion del mismo mediante PCR, utilizando un par de cebadores que
contuvieran los sitios de restriccion adecuados en cada caso. Las secuencias de los
distintos pares de oligonucleétidos usados como cebadores se recogen en la tabla 6.
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Figura 5. Estrategia empleada para la expresion del alergeno Sin a 1 en E. coli. Las zonas sombreadas
representan regiones presentes en la proteina madura, mientras que las que aparecen rayadas corresponden
a fragmentos eliminados durante el procesamiento postraduccional. E y H indican dianas de restriccion
EcoRl y HindIll, respectivamente. (a) La secuencia genémica que codifica las dos cadenas presentes en
el alergeno nativo fue amplificada mediante PCR utilizando como cebadores los oligonucledtidos SA-1
y SA-2 (tabla 6). (b) El producto de la amplificacién fue clonado en el plismido pUC18 y se analizaron
las secuencias resultantes. (c) Se eligi6 el clon SIN3 para su expresién en E. coli.
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Tabla 6. Secuencias de los oligonuclestidos usados como cebadores en las reacciones de PCR. Los
nameroes entre paréntesis indican las posiciones correspondientes en la estructura primaria del alergeno
nativo. SA-2 y SA-4 son oligonucledtidos antisentido y ambos poseen un codén de terminacién.

Oligonucledtido Secuencia de nucledtidos Secuencia de amino4cidos

SA-1 5 CCGGAATTCCCAGCCGGCCCATTTI ! PAGPF (1-5, cadena ligera)
EcoRl1

SA-2 5’ CCGAAGCTTTCAGGAGGGTCCAGGCATI! MPGPS (84-89, cadena pesada)
HindlIl

SA-3 5" CCGGGATCCCCAGCCGGCCCATTT3 ! PAGPF (1-5, cadena ligera)
BamHI

SA-4 5’ CCGGAATTCTCAGGAGGGTCCAGGCATS ! MPGPS (84-89, cadena pesada)
EcoR1

Clonacion del alergeno

La secuencia de nucledtidos que codifica las dos cadenas polipeptidicas de que
consta el alergeno Sin a 1 nativo fue amplificada mediante PCR a partir del DNA
gendmico de semillas de mostaza amarilla (S. alba). Los cebadores utilizados contenian
en sus extremos 5’ sitios de restriccion para EcoRl (cebador correspondiente al extremo
5") y Hindlll (el cebador del extremo 3°) para facilitar ia clonacién de los productos
resuftantes de la amplificacion en el plasmido pUCIS.

En la primera reaccion de amptlificacion se obtuvieron dos fragmentos de DNA de
unos 440 y 370 pb (figura 6). Sélamente el mayor de estos productos (que también era
el mayoritario) tenia el tamafio esperado para poder codificar las dos cadenas del
alergeno unidas por el péptido de conexidn. Este fragmento fue aislado a partir de geles
de agarosa y reamplificado mediante PCR utilizando los mismos cebadores que se
emplearon en la primera reaccién de amplificacion. Tras su aislamiento, fue digerido
con EcoRl y Hindll! y clonado en el plasmido pUCI1S.
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa (2%) del

DNA amplificado por PCR. La localizacién de los

productos de amplificacién estd indicada por

flechas. 1, amplificacién del DNA gendémico de S.

alba; 2, banda de 440 pb reamplificada. La linea M
* contiene DNA del fago A\ digerido con HindIll.

De esta forma se obtuvieron siete clones gendmicos, cuyas secuencias de nucledti-
dos se muestran en la figura 7. Las correspondientes secuencias de aminoacidos deduci-
das a partir de estos clones aparecen recogidas en la figura 8, junto con la secuencia
obtenida previamente a partir de la proteina nativa mediante degradaciéon de Edman.
Segin lo esperado, todos ellos codifican las dos cadenas polipeptidicas presentes en el
alergeno nativo, mas una secuencia de conexion entre ambas cuyo tamafio y naturaleza
coinciden con la estructura correspondiente de los precursores de otras proteinas de
semillas de cruciferas homélogas a Sin a 1 [Crouch y col., 1983; Ericson y col., 1986;
Josefsson y col., 1987; Scofield y Crouch, 1987; Baszczynski y Fallis, 1990; Raynal
y col., 1991; Ericson y col., 1991]. Todos los clones analizados presentan una insercion
de tres residuos en la cadena pesada, entre las posiciones 54 y 55 de la secuencia deter-
minada a partir de la proteina natural por degradacién de Edman (que corresponde a las
posiciones 109-111 de las secuencias deducidas de los clones). Los clones SIN3 y SINS
codifican la misma secuencia para las cadenas presentes en el alergeno maduro, aungue
difieren en dos residuos del péptido de conexién (Glu/Asp y Gly/Asp). Las diferencias
obtenidas por la comparacion de cada una de las secuencias nucleotidicas, asi como de
las secuencias deducidas de aminodcidos se muestran en la tabla 7. Aparecen
heterogeneidades en 11 posiciones en la estructura primaria de ambas cadenas, aunque
cuando se comparan dos a dos las secuencias de aminoécidos deducidas, no hay mis de
10 residuos diferentes, existiendo, por tanto, una identidad igual o mayor del 93 % entre
cada par de secuencias polipeptidicas. La identidad es ain mayor si se considera la
naturaleza conservativa de algunos de los cambios, como Leu/Val o Arg/Lys.
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Figura 7. Secuencias de nucledtidos de los clones gendmicos de Sin a 1 obtenidos mediante PCR.. Los
guiones indican identidad de residuo respecto a la secuencia superior.
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Figura 8. Secuencias de aminodcidos deducidas de los clones gendmicos de Sin a 1 obtenidos mediante
PCR. Se muestran en comparacién con la estructura primaria del alergeno determinada mediante la
degradacion de Edman de la proteina natural. Las microheterogeneidades detectadas en dicha proteina
aparecen bajo la secuencia principal. Los puntos indican residuos ausentes en €l alergeno nativo. Los
guiones seiialan identidades de residuos en la secuencia. La numeracién corresponde a las secuencias
deducidas.

A partir de las secuencias de aminoacidos deducidas de los clones obtenidos, se
escogi6 el clon SIN3 para su expresidon en E. coli, por su mayor similitud con la
secuencia obtenida del alergeno purificado.
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Tabla 7. Comparacién de las secuencias de los clones obtenidos. El namero de diferencias entre pares
de nucledtidos y de aminodcidos se mwuestra en la parte superior derecha e inferior izquierda,
respectivamente.

SINI SIN2 SIN3 SIN4 SINS SING SIN7?
SINt 10 25 22 18 28 23
SIN2 3 27 20 i4 22 26
SIN3 3 6 22 15 26 28
SIN4 7 6 6 15 18 28
SIN5 2 4 2 4 9 25
SING g 7 7 1 5 26
SIN7 4 6 10 8 6 9

Construcciones pINS3 y pTrcS3

Estas dos construcciones permitirian la expresion del alergeno recombinante en el
citoplasma de E. coli con s6lo unos pocos residuos afadidos en el extremo N-terminal
(MKGKEF en pINS3 y MEF en el caso de pTrcS3). La construccion del plasmido
recombinante pINS3 se realizé insertando el clon SIN3 en los sitios EcoRI y HindIll
del plasmido pIN-I11-A2 (figura 9). Este vector plasmidico, ademas de suministrar un
adecuado sitio de unidn al ribosoma (RBS) y el coddn de iniciacién ATG, contiene el
promotor lac, de forma que la sintesis de la proteina recombinante puede ser inducida
mediante la adicion de IPTG.

El plasmido recombinante pTrcS3 se construyé a partir del plasmido pTrc 99A de
forma similar a la descrita para pINS3 (figura 10). En este caso, la expresion del
inserto se encuentra controlada por el promotor #r¢, el cual también es inducible por
IPTG.

La expresion del clon SIN3 mediante estos dos vectores deberia producir una
proteina constituida por las dos cadenas del alergeno Sin a 1 unidas a través de una
secuencia de 15 residuos (a esta cadena polipeptidica !a llamaremos a partir de ahora
rSinal). Sin embargo, tras la induccion de los cultivos transformados de E. coli
DH5«F’ con IPTG 1 mM durante 3 horas no se obtuvo produccion detectable del
alergeno recombinante en ninguno de los dos casos.
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Figura 9. Representacion esquematica de la construccidn del vector pINS3. Las zonas sombreadas indican
la secuencia que codifica el alergeno rSinal. Sitios de restriccién: E, EcoRI; H, HindIIl. Otros simbolos:

Ap®, gen de resistencia a ampicilina; Ipp"-5, promotor de lipoproteina; lac Po, promotor/operador de
factosa; lacl, gen del represor lac.
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Figura 10, Representacion esquemética de la construccién del vector pTreS3. Las zonas sombreadas
indican la secuencia que codifica el alergeno rSinal. Sitios de restriccién: E, EcoRl; H, HindiIl. Otros
simbolos: Ap®, gen de resistencia a ampicilina; Ptrc, promotor tre; lacl, gen del represor lac.
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Figura 11, Representacidon esquemitica de la construccién del vector pCES3. Las zonas sombreadas
indican la secuencia que codifica el alergeno rSinal. Sitios de restriccion: E, EcoRI; H, HindIIL. Otros
simbolos: Ap®, gen de resistencia a ampicilina; [pp’-5, promotor de lipoproteina; lac Po,
promotor/operador de lactosa; lacl, gen del represor lac.
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Construccion pCES3

En este caso, a partir del plasmido pCE17 se construyd el plasmido recombinante
pCES3, de forma similar a lo descrito para las construcciones anteriores (figura 11).
El plasmido pCE17 contiene la region 3’ del gen lytA de Streptococcus pneumoniae (C-
LYTA), precedida por un promotor modificado de lipoproteina de E. coli (Ipp*-5) y la
region promotora lac”. C-LYTA es un dominio de unién a colina que exhibe una fuerte
afinidad por matrices que contienen colina o algin andlogo estructural como grupos
dietilaminoetilo (DEAE) [Sanz y col., 1988]. La proteina de fusién resultante deberia
poder ser inmobilizada en una columna de DEAE-celulosa y obtenida con un alto grado
de pureza mediante un lavado con colina al 2% [Sanchez-Puelles y col., 1992].

Tras la induccién durante 3 horas de las células transformadas DH5«F’ con IPTG
1 mM, puede apreciarse en los lisados la aparicién de una banda de proteina en PAGE-
SDS con un tamafio aparente de 32 kDa (figura 12). Este tamafio corresponde al que
cabria esperar para la proteina de fusién C-LYTA-rSinal (15.8 kDa correspondientes
al dominio C-LYTA més unos 16 kDa de rSinal). Esta proteina resulté reconocida
tanto por sueros policlonales de conejo especificos para C-LYTA como especificos del
alergeno Sin a 1 (figura 12). La proteina de fusién se produce en una concentracion
estimada de unos 5 mg por litro de cultivo, y se acumula en forma insoluble en el
citoplasma de las células.

La naturaleza insoluble de la proteina de fusién obtenida impidié su purificacién
a partir del lisado mediante una séla etapa cromatografica en DEAE-celulosa. Los
cuerpos de inclusién fueron aislados mediante centrifugacién a 8000 g durante 10
minutos (figura 13), y a continuacién fueron lavados con SDS 0.5% en agua. Este
tratamiento permitié obtener la proteina de fusién mayoritariamente libre de otros
componentes polipeptidicos contaminantes (figura 14) y con ella se llevaron a cabo
diversos ensayos de solubilizacion, que aparecen recogidos en la tabla 8.

a _ b ; c Figura 12. Inmunodeteccion de la proteina

| 1 2 2 e i1 2_|| de fusién C-LYTA-1Sinal. Lineas 1, lisado

kDa | | total de E. coli DH5«F’[pCE17] inducidas
| con IPTG 1 mM; 2, lisado total de E. coli

DHS5aF’ [pCES3] inducidas con IPTG 1mM.
(a) PAGE-SDS en condiciones reductoras
tefiida con azul de Coomassie; (b) inmuno-
transferencia tefiida con suero anti-C-
; : LYTA; (¢) inmunotransferencia tefiida con

i"- ‘ = | suero anti-Sin a 1. Las posiciones de los
| patrones de masa molecular se indican a la

| ‘ | izquierda.

[
o
oo
1|
o owe.
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Figura 13. Aislamiento de los cuerpos de inclusién conteniendo la proteina de fusién C-LYTA-rSinal.
La fotografia muestra una PAGE-SDS de los sedimentos obtenidos tras 10 minutos de centrifugacion del
lisado bacteriano en las siguientes condiciones (de izquierda a derecha): 500 g, 1000 g, 2000 g, 4000 g,
6000 g y 8000 g. Las barras de la izquierda indican las posiciones de los patrones de masa molecular,
los mismos que en la figura 12.

— —

Figura 14. Lavado de los cuerpos de inclusién conteniendo la proteina de fusién C-LYTA-rSinal. Lineas:
1, cuerpos de inclusi6n antes del lavado; 2, fraccién insoluble de 1 tras el lavado con SDS al 0.5%; 3,
fraccion soluble de 1 después de dicho lavado. (a) PAGE-SDS tefiida con azul de Coomassie; (b)
inmunotransferencia tefiida con suero de conejo anti-Sin a 1. A la izquierda se indican, con barras, las
posiciones de los patrones de masa molecular, como en figuras anteriores.



Tabla 8. Ensayos de solubilizaci6n llevados a cabo con la protefna de fusién C-LYTA-rSinal. Salvo otra indicacién, todos ellos se llevaron
a cabo en tamp6n Tris-HCH 50 mM, pH 8.0, conteniendo NaCl 100 mM. GuHCl, cloruro de guanidinio; 2-ME, 2-mercaptoetanol.

Ausencia de solubilizacién Solubilizacién parcial Solubilizaci6n total

Acido acético 0.1 M Urea 8 M + EDTA 0.1 mM GuHCl1 6 M + 2-ME 1% + EDTA 1 mM

Triton X-100 1% + EDTA 1 mM

SDS 0.5% en agua

SOaQV.LIISTd
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Construcciéon pompAS3

El plasmido recombinante pompAS3 fue construido a partir del vector pIN-III-
ompA-2 en la misma manera que las construcciones anteriormente descritas (figura 15).
La construccién resultante contiene los mismos elementos reguladores que el plasmido
pIN-111-A2 (promotor lac, inducible por IPTG), pero, a diferencia de la construccion
pINS3, la proteina recombinante posee en su extremo N-terminal el péptido sefial de
la proteina ompA de E. coli [Ghrayeb y col., 1984]. Este péptido deberia permitir la
secrecion del alergeno recombinante a través de la membrana plasmitica de las células
bacterianas. Una vez translocada la proteina, el péptido sefial serd eliminado por
proteasas especificas, liberandose el producto procesado en el interior del espacio que
separa la membrana plasmaitica de la membrana externa (espacio periplasmico o
periplasma).

Tras la induccidén habitual con IPTG, no pudo apreciarse la aparicion de ninguna
banda nueva importante de proteina del tamario esperado (unos 16.4 kDa, si el péptido
sefial estuviera correctamente procesado) en el patrdn electroforético del lisado total
tenido con azul de Coomassie (figura 16). Sin embargo, la inmunodeteccién con suero
policlonal de conejo frente a Sin a 1 mostré la existencia en los cultivos inducidos de
dos bandas especificas con tamaiios aparentes de unos 18.8 y 15.0 kDa. Estas dos
bandas aparecieron en la fraccién insoluble del lisado celular, no pudiendo ser
detectadas en la fraccion de periplasma. Esto parecia indicar que no se producia la
exportacion del alergeno recombinante y el consiguiente procesamiento del péptido
sefial. La cantidad obtenida de cada una de estas dos proteinas fue de unos 2 mg por
litro de cultivo.

Las dos proteinas reconocidas por el suero fueron parcialmente purificadas
mediante el lavado de la fraccion insoluble del lisado celular con SDS 0.5% (figura 16).
Su transferencia a membranas de Immobilon permitié llevar a cabo la secuenciacién
automdtica de su extremo N-terminal, cuyos resultados se muestran en la figura 17.
Como puede observarse, ambos productos reconocidos por el suero poseen la misma
secuencia N-terminal, que correspende a la secuencia esperada para el alergeno recom-
binante si el péptido seiial hubiese sido procesado correctamente. Estos resultados
indican que la proteina recombinante si es exportada al espacio periplasmico, pero alli
permanece en un estado insoluble. La aparicion de dos bandas de distinto tamaiio puede
deberse a la existencia de degradacion parcial o de terminacién prematura de la
transcripcion.

Mediante la adicién de un agente reductor (8-mercaptoetanol al 1% v/v) fue posible
solubilizar las dos proteinas reconocidas por el suero especifico para Sin a 1. Sin
embargo, la retirada de dicho agente mediante dialisis las condujo de nuevo a un estado
insoluble.
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Figura 15. Representacion esquematica de la construccién del vector pompAS3. Las zonas sombreadas
indican la secuencia que codifica el alergeno rSinal. Sitios de restriccién: E, EcoRI; H, HindIIl. Otros
simbolos: Ap®, gen de resistencia a ampicilina; [pp’-5, promotor de lipoproteina; lac Po,
promotor/operador de lactosa; lacl, gen del represor lac.
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Figura 16. Expresién de 1Sinal con el péptido sefial de la protefoa ompA. Lineas: 1, lisado total de E.
coli DH5aF [pIN-1IT-ompA-2] inducido con IPTG 1 mM; 2, lisado total de E. celi DH5aF’ [pompAS3]
inducido con IPTG 1 mM; 3, fraccién soluble tras el lavado de la fraccion insoluble de 2 con SDS 0.5%:;
4, fraccién insoluble tras dicho lavado. (a) PAGE-SDS tefiida con azul de Coomassie; (b)
inmunotransferencia tefiida con suero de conejo anti-Sin a 1. Las posiciones de los patrones de masa
molecular se indican a la izquierda, como en las demds figuras.

(1} AEFPA. ..

{(2) MKKTAIATIAVALAGFATVAQAAEFPAGPA. ..

t

Figura 17. Secuencia N-terminal obtenida por degradacién de Edman de las dos bandas de 18.8 y 15.0
kDa mostradas en la linea 4 de la figura 16 (1). En la parte inferior (2) se muestra 1a secuencia N-
terminal que tendrfa la protefna recombinante antes del procesamiento del péptido sefial. La flecha indica
el punto de procesamiento esperado de dicho péptido.
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Construccion pGEXS3

Para la construccion del pldsmido recombinante pGEXS3 se llevé a cabo la ream-
plificacién mediante PCR del clon SIN3 utilizando como cebadores los oligonucledtidos
SA-3 y SA-4 (tabla 6). El producto resultante de la amplificacién contiene en sus
extremos los sitios de restriccion de BamHI y EcoRl, lo cual permitié su clonacién en
los correspondientes sitios del plasmido pGEX-2T (figura 18). Este plasmido contiene
el gen de la glutation-S-transferasa (GST) de Schistosoma japonicum bajo el control del
promotor fac, inducible quimicamente por IPTG. La construccidn realizada deberia
producir una proteina de fusidn constituida por la GST y el alergeno recombinante
(GST-rSinal), unidos a través de un hexapéptido que contiene un sitio de ruptura
proteolitica de trombina,

Como puede verse en la figura 19, la expresién del clon SIN3 en este sistema dio
lugar a una protefna recombinante con una masa molecular aparente de unos 43 kDa,
que concuerda bien con el tamaiio esperado para [a proteina de fusién GST-rSinal (26
kDa para la GST y 16 kDa para rSinal). Dicha proteina fue reconocida en inmuno-
transferencia por el suero de conejo especifico para Sin a 1, apareciendo también otras
bandas menores, que corresponderian a fragmentos de la proteina de fusién (figura 19).

Aunque el rendimiento fue superior a 50 mg por litro de cultivo, menos del 2% de
la proteina de fusion permanece soluble tras la lisis de las células. Al igual que ocurrié
con las construcciones anteriores, ni el rendimiento ni la solubilidad del alergeno
recombinante mejoraron de manera apreciable cuando se utilizaron condiciones de
induccion distintas de las descritas en la seccion "Materiales y métodos".

Solubilizacion de rSina7

Con el fin de solubitizar la fraccién insoluble de la proteina de fusién GST-rSinal,
se probaron muy diversas condiciones experimentales. Los resultados mas destacables
obtenidos en dichos ensayos aparecen recogidos en la tabla 9. Tras un lavado con SDS
al 0.5%, la proteina logrd solubilizarse en urea 8 M, EDTA 1 mM y DTT 5 mM. A
continuacion, la muestra se diluyéd 10 veces con agua y se someti6 a didlisis exhaustiva
frente a PBS 1/100 (v/v). Posteriormente, se procedid a la concentracion de la muestra
mediante liofilizacién, seguida de la adicion de 1/100 volimenes de agua destilada. Tras
estos tratamientos, la proteina de fusidn permanecid solubie, a una concentracién de
unos 0.5 mg/ml (figura 20).
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Figura 18. Representacién esquemitica de la construccién del vector pGEXS3. Las zonas sombreadas
indican la secuencia que codifica el alergeno rSinal. Sitios de restriccién: E, EcoRI; H, HindIll; B,
BamHI. Otros simbolos: Ap®, gen de resistencia a ampicilina; Ptac, promotor tac; fact, gen del represor
lac.
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Figura 19. Expresién de la proteina de fusién GST-rSinal. Lineas: 1, lisado total de E. coli
DH5aF’ [pGEXS3] sin inducir; 2, como 1, pero inducidas con IPTG 1 mM; 3, fraccién soluble de 2; 3,

fraccion insoluble de 2. (a) PAGE-SDS tefiida con azul de Coomassie; (b) inmunodeteccién con suero
de conejo anti-Sin a 1.
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Figura 20. Solubilizacién de la fraccién insoluble de la proteina de fusién GST-rSinal. Las lineas 1 a
5 son PAGE-SDS tefiidas con azul de Coomassie. 1, Fraccién soluble tras el lavado con SDS al 0.5%;
2, fracci6n insoluble tras dicho lavado; 3, fraccion soluble tras el tratamiento de 2 con urea/DTT/EDTA;
4, fracci6n soluble de 3 tras la eliminaci6n de los agentes desnaturalizantes mediante didlisis; 5, la misma
muestra que en 4, digerida con trombina; 6, inmunotransferencia de 5 tefiida con suero anti-Sin a 1.



Tabla 9. Ensayos de solubilizacién Hevados a cabo con la proteina de fusién GST-rSinal. Salvo otra indicacién, todos ellos se llevaron a cabo en
tampén Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, conteniendo NaCl 100 mM. Los resultados fueron los mismos cuando la urea 8 M se sustituyé por cloruro de
guanidinio 6 M. 2-ME, 2-mercaptoetanol.

Ausencia de solubilizacién Solubilizacién parcial Solubilizacién total
Acido acético 0.1 M SDS 1% en agua SDS 1% + EDTA 1 mM
Triton X-100 1% + EDTA 1 mM Urea 8 M + EDTA ImM Urea 8M + DTT S mM + EDTA imM

SDS 0.5% en agua
2-ME 1%
Urea § M

Urea 8M + 2-ME 1%

SOQVLIISHY
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A continuacién, la proteina de fusion se sometié a digestién con trombina a una
concentracion de unas 5 unidades NIH/mg de proteina. De esta manera se liber6 el
alergeno recombinante, el cual dio lugar a una sola banda de un tamafio molecular
aparente de unos 18.8 kDa reconocida especificamente mediante inmunotransferencia
por el suero de conejo frente a Sin a 1 (figura 20). El procedimiento completo de
lavado, solubilizacién y digestién con trombina de la proteina de fusion GST-rSinal
aparece resumido en la figura 21.

Fraccidon insoluble del lisado

Lavado con SDS 0.5%

Solubilizacidn con
urea/DTT/EDTA

v

l Dialisis

Proteina de fusidn (GST-rSinatl) solubilizada

l Digestién con trombina

rSinai

Figura 21. Esquema del proceso empleado en la solubilizacién y liberacién de rSinal a partir de la
fraccion insoluble de lisados de E. coli expresando la proteina de fusién GST-rSinal.
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Aislamiento de la fraccién soluble de rSina1

El alergeno recombinante presente en la fraccién soluble de lisados de cultivos de
bacterias transformadas con la construccion pGEXS3 fue obtenido con un grado de
pureza superior al 80% (figura 22) mediante el procedimiento descrito en la seccién
"Materiales y métodos" (pag. 29). El rendimiento fue escaso, de unos 60-100 ug por
litro de cultivo, y, junto con la proteina obtenida, aparecen productos minoritarios de
bajo peso molecular, que aparentemente son moléculas incompletas de alergeno, dado’
su reconocimiento en inmunotransferencia por el suero especifico de conejo.

Fue esta forma de rSinal la que se utilizé en todos los ensayos inmunoquimicos
cuyos resultados se detallan a continuacién.

a b

Figura 22. Aislamiento de rSinal a partir de la fraccién soluble de la proteina de fusién GST-rSinal.
Lineas: 1, fraccion retenida en glutatién-Sepharosa; 2, rSinal liberado de la resina mediante digestion
con trombina. (a) PAGE-SDS teiiida con azul de Coomassie; (b) inmunotransferencia tefiida con suero
de conejo anti-Sin a 1.
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CARACTERIZACION INMUNOLOGICA Y ESTRUCTURAL DE rSina1

Reconocimiento por suero de conejo especifico para Sin a 1

Como se ha visto anteriormente, el alergeno recombinante rSin a 1 fue reconocido

en experimentos de inmunotransferencia por un suero policlonal de conejo desarrollado
frente a la forma nativa de Sin a 1. La titulacién de dicho suero mediante ELISA

demostrd que el titulo de IgG para rSinal en fase sélida es €l mismo que el obtenido

para el alergeno nativo (figura 23a).
Cuando se llevé a cabo un ELISA de inhibicion de la unidn del suero de conejo al

alergeno nativo, la forma recombinante fue capaz de producir ¢l 100% de inhibicién en

la unién de IgG especificas a Sin a 1 en fase s6lida (figura 23b). Ademds, las curvas

obtenidas para la forma nativa y recombinante son virtualmente idénticas, lo que indica

una misma afinidad en la interaccion.
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Figura 23. (a) Curvas de unién de IgG de suero de conejo anti-Sin a 1 a (e) Sin a 1 y (&) rSinal

previamente fijados a poliestireno. (b} Curvas de inhibicién de la unién del mismo suero a Sin a 1
adsorbido a poliestireno, utilizando como inhibidores: el alergeno nativo (e) 0 el recombinante (s).
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Reconocimiento por anticuerpos monoclonales especificos para Sin a 1

Se ensay0 el reconocimiento de la proteina de fusion GST-rSinal transferida a
membranas de nitrocelulosa por diez anticuerpos monoclonales de ratén especificos para
el alergeno nativo. El resultado de estos experimentos aparece recogido en la figura 24.
La mitad de los anticuerpos monoclonales (2B9, 1G5, 4A11, 3F3 y 3G3) reconocieron
a la proteina de fusion, asi como a su fragmento de 31 kDa en condiciones reductoras.
Estos anticuerpos son los mismos que, en idénticas condiciones, reconocen a la cadena
pesada del alergeno natural, con la excepcion de 2B3, el cual, a pesar de dar lugar a
la aparicion de una banda muy intensa con la cadena pesada de Sin a 1, no reconoci®
en absoluto a GST-rSinal.

Para comprobar que rSinal es también reconocido por los monoclonales en
condictones no desnaturalizantes, se llevaron a cabo ELISA de inhibicién de 1a unién
de los anticuerpos 1G5, 3G3 y 2B3 con el alergeno nativo unido a la fase sélida (figura
25). Los anticuerpos utilizados pertenecen a distintos grupos de complementacion
{Menéndez-Arias y col., 1992], y 2B3 reconoce un determinante antigénico de
naturaleza secuencial {Monsalve y col., 1993]. La union del alergeno recombinante a
IG5 y 3G3 fue similar a la de Ia forma nativa, aunque la afinidad de la unién de 1G5
es ligeramente mayor para la proteina nativa, mientras que ocurrid lo contrario en el
caso del anticuerpo 3G3. rSinal no fue capaz de inhibir la unién del anticuerpo
monocional 2B3, lo que concuerda con los resultados obtenidos previamente con la
proteina de fusidn transferida a nitrocelulosa.

Reconocimiento por IgE de pacientes’alérgicos a mostaza

Para llevar a cabo todos los ensayos cuyos resultados se detallan a continuacion,
se utilizd una mezcla equivoluméirica de 5 sueros de pacientes alérgicos a mostaza
(numerados como 12, 13, 16, 17 y 18), con RAST 3-6.

Tanto la proteina de fusién GST-rSinal, como el alergeno recombinante liberado
mediante la digestion con trombina, fueron reconocidos por la mezcla de sueros en
nitrocelulosa después de una PAGE-SDS en condiciones reductoras (figura 26).

En la titulacion de 1gE mediante ELISA, el alergeno recombinante unido a fase
solida se comport6 de forma similar a la proteina nativa. Como puede verse en la figura
27a, tanto la forma nativa como la recombinante dieron lugar a respuestas
proporcionales a ia concentracion de suero utilizado, y significativamente superiores a
las obtenidas con un suero control de individuo no alérgico (datos no mostrados).

Para realizar los ELISA de inhibicién de la unién de IgE se tapizaron las placas con
el alergeno nativo, y se incubé la mezcla de sueros con diferentes diluciones del aler-
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4A11
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Figura 24. Inmunotransferencias de lisado de E. coli expresando la protefna de fusién GST-1Sinal teflidas
con diez anticuerpos monoclonales especificos para el alergeno de mostaza mativo.
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Figura 25. Curvas de inhibicién de la unién de tres anticuerpos monoclonales a Sin a 1 adsorbido a
poliestireno, utilizando como inhibidores (®) el alergeno de mostaza pativo o (m) el recombinante. La
desviacion estdndar en estos ensayos no supera en ningtn caso el 5% del porcentaje de inhibicién
observado.
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geno nativo, o recombinante en su caso. Los resultados se muestran en la figura 27b.

Las curvas obtenidas muestran que la forma recombinante de Sin a 1 aislada mediante
la digestion con trombina de la fraccién soluble de la proteina de fusién GST-rSinal
conserva determinantes alergénicos similares a los del alergeno natural.

Figura 26. Inmunotransferencia tefiida con IgE de pacientes alérgicos a mostaza (mezcla de sueros) de:
1, lisado total de E. coli expresando la proteina de fusién GST-rSinal; 2, rSinal aislado de la fraccién
soluble de dicha proteina de fusion.
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Figura 27. (a) Curvas de unién de IgE de pacientes alérgicos a mostaza (mezcla de sueros) a (e) Sin a
1y (w) rSinal, previamente fijados a poliestireno. (b) Curvas de inhibicién de la unién de dichas IgE a
Sin a 1 adsorbido a poliestireno, utilizando como inhibidores: el alergeno nativo (e) o el recombinante

(m).
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Resistencia a proteasas

Como se verd mas adelante en la presente Memoria, el alergeno Sin a 1 en su
estado nativo posee una gran resistencia a proteasas. Para comprobar que la forma
recombinante obtenida posefa, como asi sugerian los ensayos inmunol6gicos anterior-
mente descritos, una estructura tridimensional similar a la conformacién natural del
alergeno, se llevé a cabo un ensayo de digestion con tripsina de rSinal. Efectivamente,
tras 20 horas de incubacién a 37°C con {ripsina a una relacién 1/50 enzima/sustrato
(p/p), el alergeno recombinante aislado de la fraccién soluble del lisado pierde
sélamente un fragmento de unos 1300 Da, lo mismo que le ocurre al alergeno nativo
(figura 28). Por el contrario, la forma de rSinal obtenida a partir de la solubilizacién
de la proteina de fusién GST-rSinal presente en la fraccién insoluble del lisado, es
completamente degradada tras sélo 2 horas de digestiéon en las condiciones descritas,
lo cual sugiere que, al contrario de lo que sucede con la proteina recombinante que
procede de la fraccion soluble, la forma solubilizada de rSinal no posee la
conformacién nativa.

1 2 34 i &

Figura 28. Resistencia a tripsina de rSinal. Lineas: 1, rSinal; 2, rSinal digerido con tripsina; 3, Sin a
1; 4, Sina 1 digerido con tripsina. (a) PAGE-SDS tefiida con azul de Coomassie; (b) inmunotransferencia
teflida con suero de conejo anti-Sin a 1.
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ESTABILIDAD DE LA ACTIVIDAD ALERGENICA DE Sin a 1

Separacion de las cadenas

Para comprobar la alergenicidad de cada una de las dos cadenas polipeptidicas que
constituyen el alergeno de mostaza nativo, se procedié a la separacion de las mismas
en condiciones reductoras. Las cadenas reducidas y carboxiamidometiladas se separaron
mediante cromatograffa de penetrabilidad. El perfil de elucién correspondiente a dicha
separacion aparece recogido en la figura 29. Como pudo apreciarse mediante PAGE-
SDS de los dos picos obtenidos, ambas cadenas polipeptidicas se resolvieron perfec-

tamente usando el procedimiento descrito.
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Figura 29. Perfil de eluci6n de la cromatografia de penetrabilidad en Sephadex G-50 de Sin a 1 reducido
y carboxiamidometilado. Las fracciones recogidas se sefialan con barras. En el inserto se muestra la
PAGE-SDS de las fracciones recogidas (tincién con Coomassie). 1, Sin a 1 reducido con un 5% de 8-
mercaptoetanol; 2, fraccion I (cadena pesada); 3, fraccion II (cadena ligera).
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Reconocimiento de las cadenas por sueros de pacientes alérgicos

Cuando Sin a 1 fue transferido a nitrocelulosa tras una PAGE-SDS en condiciones
reductoras, cinco de los 18 sueros probados reconocieron a la cadena pesada del
alergeno, tres de ellos de forma muy intensa (figura 30). En ninglin caso pudo
apreciarse unién especifica de IgE a la cadena ligera. Estos resultados coinciden con los
obtenidos para las IgG de suero de conejo, ya que éstas reconocieron a la cadena
pesada, pero no a la ligera, en membranas de nitrocelulosa (figura 30).

La titulacién mediante ELISA de las IgE especificas de mostaza (mezcla de sueros
12, 13, 16, 17 y 18) con la cadena ligera carboxiamidometilada del alergeno result6
totalmente coincidente con los resultados obtenidos en inmunotransferencia, pues, como
puede apreciarse en la figura 31, no existié unién de IgE a la cadena ligera en fase
sélida. La cadena pesada carboxiamidometilada, al contrario de lo que ocurre en
membranas de nitrocelulosa, tampoco fue reconocida de modo significativo por la
mezcla de sueros de pacientes alérgicos.

F 1234 667 89101112 13 141516 17 18
- - Figura 30. Inmunotrans-

ferencias del alergeno de
la mostaza tras PAGE-
SDS en condiciones re-
ductoras tefiidas con 18
sueros de pacientes alér-
gicos a mostaza (tiras 1
a 18). La tira P corres-
ponde a la misma mues-
- ! i tra tefiida con suero de
conejo anti-Sin a 1.
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Ensayos in vitro de estabilidad gastrointestinal

Digestion con pepsina

Para comprobar la resistencia a la degradacion géstrica del alergeno de mostaza en
estado nativo, se llevé a cabo su digestion con pepsina a pH 4dcido. Como puede verse
en la figura 32, el alergeno permanecié aparentemente intacto tras 24 horas de
digestion.

El perfil de elucién en RP-HPLC del producto de la digestién con pepsina se
recoge en la figura 33. En él se aprecia una absoluta ausencia de péptidos, a excepcion
de la proteina residual. La fraccién excluida de la columna fue analizada para
comprobar si contenia algin dipéptido polar o amino4cido libre. El resultado se presenta
en la tabla 10, en la que puede observarse la presencia en dicha fraccion de algunos
aminoacidos, que no pueden encontrarse constituyendo péptidos, ya que si asi fuera no
aparecerfan en ese lugar del eluido. Ademas, su cantidad (2.6 nmoles totales) no tiene
ningin valor significativo respecto a la cantidad de proteina total (12.5 nmoles). La
composicion de ésta, asimismo, no reflejé la pérdida de ningin residuo.

10 3 406 =] 2/:3 14 5

I

Figura 32. PAGE-SDS mostrando la resistencia a proteasas del alergeno de la mostaza nativo. Lineas:
1, Sin a 1 sin digerir; 2, Sin a 1 tratado con pepsina; 3, Sin a 1 tratado con tripsina; 4, Sin a 1 tratado
con quimotripsina; 5, Sin a 1 tratado simultineamente con tripsina y quimotripsina. (a) Muestras sin
reducir; (b) muestras reducidas con un 5% de S-mercaptoetanol.
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Figura 33. Perfiles de elucién en RP-HPLC (colummna Nucleosil C,5) de las digestiones de Sin a 1 con:
(a) pepsina (pico P1); (b) tripsina (péptidos T1 a T6); (¢) quimotripsina (péptidos QT1 a QT3).
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Tabla 10. Composictén de aminodcidos de los péptidos obtenidos en HPLC tras la digestién con
pepsina del alergeno Sin a I nativo,

proteina proteina
P-1 residual nativa

Cys N.D. 8
Asx 0.6 21 2
Thr 3.8(4) 4
Ser 1.0 5.8 (6) 6
Glx 1.5 28.3 (28) 28
Pro ] 14.8 (15) 15
Gly 1.7 7.9 (8) 8-9
Ala 0.6 6.7(7) 7
Val 5.5 (6) 6
Met 1.8 (2) 2
Ile 3.6 (4) 4
Leu 0.6 8.8(9) 9
Tyr 1.0 () 1
Phe 2.8 (3) 3
His 4.7 (5) 5
Lys 8.3 (8-9) 9
Arg 5.7 (6) 5-6
Trp N.D. 1
nmoles 2.6 Ser

Digestiones con tripsina y quimotripsina

Sin a 1 fue sometido también a la accién digestiva de las dos principales proteasas
pancredticas, tripsina y quimotripsina. El andlisis mediante PAGE-SDS de los productos
resultantes de las digestiones con ambas enzimas, tanto por separado como juntas, se
encuentra recogido en la figura 32. En todos los casos, tras 24 horas de digestion, el
alergeno sélamente sufrid una disminucién de tamafo aparente de unos 1300 Da,
permaneciendo intacta la mayor parte de la molécula. Como puede verse en la figura
32 la disminucién de tamaio afecté a ambas cadenas.

El perfil de elucién en HPLC del producto obtenido en el tratamiento con tripsina
se recoge en la figura 33. En la tabla 11 se muestra la composicidn de aminoacidos de
los péptidos, asi como la del pico correspondiente a la proteina residual. Como puede
comprobarse, se produjo la digestién de un pequefio fragmento de la proteina, apare-
ciendo solamente dos péptidos con rendimiento importante: T-2 y (T-3 + T-4 + T-5
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+ T-6). Estos cuatro altimos picos corresponden al extremo N-terminal de la cadena
ligera (ver figura 8: secuencia de Sin a 1), pero con minimas diferencias entre si. El
péptido total seria: PAGPFR, que equivaldria a T-3; T-4 (PAGPF) seria el producto de
una digestion parcial de T-3 debida a una contaminacién quimotriptica residual. Los
péptidos T-5 y T-6 darian cuenta de las secuencias AGPFR y AGPF, respectivamente,
y procederian de moléculas de proteina en fas que estaria ausente el residuo N-terminal
(P) que aparece en los péptidos T-3 y T-4. El otro péptido que se libera mayorita-
riamente (T-2, 5.8 nmoles) debe corresponder, por su composicion, al extremo carbo-
xilo terminal de la cadena pesada (... TMPGPS). Finalmente, la fraccién T-1 no puede
estar constituida por un Gnico péptido, pues su composiciéon arroja un nimero de
aminodcidos demasiado grande para eluir en la posicion del gradiente en la que lo hace.
Ademas, contiene leucina, isoleucina y valina, que deberian retrasar mucho la elucién,
de estar formando parte de un péptido mayor de tres o cuatro residuos. Ello implica que
la cantidad obtenida de estos residuos debe ser muy pequeiia en comparacion con el
total de proteina utilizada en el experimento y que, por tanto, han de estar constitu-
yendo aminodcidos libres.

Tabla 11. Composicion de aminoicidos de los péptidos obtenidos en HPLC tras la digestion con
tripsina del alergeno Sin a I nativo.

Proteina Proteina

T-1 T2 T3 T4 T-5 T-6 residual  pativa Diferencia T2 + T-3

Cys N.D. 8

ASX 1.0 (1) 2.3 ) 2

Thr 1.4 (1-2) 1.0(1) 2.9 (3) 4 1 1
Ser 213 1.0 4.2 (4-5) 6 1-2 1
Glx 2.1 {(2) 0.5 0.4 27.6 (28) 28

Pro  29() 19@ 19@Q) 20@ 1.1¢) 13{) 1081 15 4 4
Gly 293 121 L2y Li{) 13y 14() 58(6) 8-9 2-3 2
Ala 1.0 (1) i0() 1.0(1) 1.0() 10() 6.0(6) 7 1 1
Val 0.5 (0-1) 6.0 (6) 6

Met 0.6 (0-1) 0.9 (1) 1.1 (1) 2 1 1
lle 0.7 (1) 3.3 (4) 4

Leu 0.7 (1) 87 (9 9

Tyr 0.2 0.9 (1) 1

Phe 0.2 07(1) 0.7(1) 07T() 06() 19 3 1 1
His 0.2 4.5 (5 5

Lys 0.7 (1) 82389 9 0-1

Arg 0.6 (D) 09 () 0.3 0.8 (1) 0.3 5.1 (5) 5-6 0-1 1
Trp N.D. 1

noles 1.7 Met 5.8 3.4 3.5 2.3 2.5 8.6
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Ei perfil del eluido en HPLC de la digestién con quimotripsina (figura 33) sdélo
mosird tres péptidos y la proteina residual. La composicion de aminoacidos de los
péptidos obtenidos tras este tratamiento se recoge en la tabla 12. El anilisis del péptido
QT-1 eluyé al mismo porcentaje de acetonitrilo que el T-2 de la digestién triptica, y
arrojd su misma composicién (Thr, Ser, Pro,, Gly, Met), correspondiente al extremo
C-terminal de la cadena pesada (... TMPGPS). Ello significa que debe provenir de una
contaminacioén triptica residual que resulta visible tras las 24 horas de digestién. Los
péptidos QT-2 y QT-3 procederian, como ocurria con T-4 y T-6, de cadenas con y sin
prolina en el extremo N-terminal. Los correspondientes péptidos con arginina
(resuitantes de la contaminacion triptica) no aparecen debido a que la accibn inicial de
la quimotripsina dejaria la arginina como extremo amino, de manera que la presencia
de carga impediria la subsecuente accion de la tripsina. La composicién de aminoacidos
de la protefna residual, al igual que ocurria en el caso de la digestién con tripsina,
coincidid plenamente con lo que cabia esperar a partir de la pérdida de los péptidos
analizados. Ademads, el tamafio de los péptidos obtenidos (1265-1380 Da) da perfecta
cuenta del aumento de movilidad observado en PAGE-SDS.

Tabla 12, Composicion de aminodcidos de los péptidos obtenidos en HPLC tras la digestién con
quimotripsina del alergeno Sin a I nativo.

Proteina Proteina

QT-1 oT-2 T-3 residual nativa Diferencia QT-1 + QT-2
Cys N.D. 8
Asx 2.1 2
Thr 1.0 (1) 2.8 3) 4 1 1
Ser 1.0 (1 4.8 (5) 6 1 1
Glx 0.5 27.4 (28) 28
Pro 1.7 (2) 1.8 (2 0.9 (1) 10.7 (1) 15 4 4
Gly 1.2 (1) 1.1 (1) 1.1 {1} 6.1 (6) 8-9 2-3 2
Ala 1.0 (1) 1.0 (1) 6.0 (6) 7 1 1
Val 5.8 (6) 6
Met 0.7 (1) 1.0 (1) 2 1 1
Ile 3.5 (4) 4
Leu 8.8 (9) 9
Tyr 0.9 (1) 1
Phe 0.9 (1) 0.9 (1) 1.8 () 3 1 1
His 4.6 (5) 5
Lys 7.6 (8) 9 1
Arg 5.5 (5-6) 5-6
Tp N.D. 1

nmoles 6.9 0.5 4.1 10
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La digestién con tripsina no afecté de modo significativo a la alergenicidad de Sin
a 1, pues la curva de titulacion en ELISA de las IgE de sueros de pacientes alérgicos
a mostaza con el alergeno digerido es practicamente idéntica a la obtenida previamente
con la proteina nativa (figura 34). Este resultado, a la luz de los datos conocidos de los
péptidos perdidos durante la digestion con tripsina, indica que en los determinantes
alergénicos no participan ni el extremo N-terminal de la cadena ligera, ni el C-terminal
de la pesada.
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Figura 34. Curvas de unién de IgE de pacientes alérgicos a mostaza (mezcla de sueros) a (®) Sin a 1
y (w) Sin a 1 digerido con tripsina, previamente fijados a poliestireno.
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Tratamiento con extracto digestivo humano

Con el fin de someter al alergeno Sin a 1 a unas condiciones lo més similares
posible a las presentes en el tracto gastrointestinal, se llevaron a cabo ensayos de
digestion in vitro con extractos digestivos humanos. Para ello, se empled la secrecién
gastrica de un individuo, obtenida tras 15 minutos de induccién con gastrina. Tras una
digestion de 2 horas a 37°C (condiciones semejantes a la digestion in vivo) los productos
obtenidos se analizaron mediante PAGE-SDS. Los resultados se muestran en la figura
35. Puede verse que €l alergeno permanece intacto después del tratamiento con el jugo
géstrico, siendo degradada, en las mismas condiciones, la proteina control (lisozima de
gallina).

Figura 35. PAGE-SDS de la digestion del alergeno de la mostaza nativo con secrecién gastrica humana.
Lineas: M, patrones de masa molecular (como en otras figuras); C, lisozima carboxiamidometilada como
sustrato; L, lisozima nativa como sustrato; S, Sin a 1 nativo como sustrato; (-) sin afiadir secrecién
géstrica; (+) afiadiendo secrecién géstrica; G, secrecién géstrica humana.
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REACTIVIDAD CRUZADA CON LAS NAPINAS DE COLZA
Especificidad del suero de paciente alérgico a colza

El suero de un paciente que sufria de reacciones alérgicas (dificultad respiratoria,
rinorrea) frente a la exposicién ocupacional a harina de semillas de colza (Brassica
napus) se utiliz6 para estudiar la posible reactividad alergénica cruzada de Sin a 1 con
otras albiminas 25 de cruciferas. Dicha reactividad resultaba altamente probable, dada
la gran similitud estructural existente entre el alergeno de la mostaza y las napinas de
la colza. Ademds, el paciente habia sufrido también en varias ocasiones fuertes
reacciones alérgicas tras la ingestion de mostaza.

Para identificar los componentes de la semilla de colza responsables de la
hipersensibilidad del paciente, se llevé a cabo con su suero la inmunodeteccién de las
proteinas de un extracto de las semillas transferidas a nitrocelulosa. Como puede verse
en la figura 36, las (nicas proteinas del extracto (E) que unieron IgE parecian ser, por
su tamafio aparente, las proteinas 2S, incluyendo sus dimeros y las napinas de bajo peso
molecular. Efectivamente, cuando se realiz6 la inmunodetecci6n de las napinas aisladas,
todas las fracciones resultaron reconocidas por las IgE del paciente (figura 36). Es de
destacar el menor nivel de unién de las napinas de bajo peso molecular, asf como la

gran intensidad de las sefiales correspondientes a las formas oligoméricas en todas las
fracciones (tabla 13).
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Figura 36. Reconocimiento en inmunotransferencia de las napinas de B. napus por IgE de un paciente
alérgico a colza. Lineas: E, extracto salino de semillas de colza; 1, napina Bnlb; 2, Bnll; 3, Bnlll; 4,
BnlV; S, Sina 1. (a) PAGE-SDS tefiida con azul de Coomassie; (b) inmunotransferencia tefiida con IgE
de paciente alérgico a colza.
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Tabla 13. Unién de las IgE de suero de paciente alérgico a colza a las protefnas 28 de esta semilla y al
alergeno principal de la mostaza. La cantidad de unidn se estimé mediante el densitometrado de las
autorradiografias de las correspondientes inmunotransferencias. El % de unién se da en relacién a la seiial
total de Bnlll, La relacion en masa oligémero/mondmero se deterniind mediante el densitometrado de los
correspondientes geles de poliacrilamida.

unién relativa

proteina % unién oligémero/mondmero
mondmero 4.5 1
dimero 6 >10
Bulb trimero 0.5 -
total Il
nionémero 27 1
dimero 29 4
Bnll trimero 9 3.3
total 65
mondmerc 62 1
dimero 33 3.1
BulTl trimero 5 1.6
total 100
mondénero 21 1
dimero 29 4.2
BnlV trimero ) 14 6.2
tetrdmero 2.5 2.6
total 66.5
mondmero 54 I
Sina l dimero 11 1.3

total 65
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Reactividad cruzada en inmunotransferencia

Se llevaron a cabo ensayos de reactividad cruzada en inmunotransferencia con el
alergeno Sin a 1 y las proteinas 2S de la colza. Para ello se eligieron las proteinas BnlII
y Bnlb, por ser estos los componentes mayoritarios de las fracciones de alto y bajo peso
molecular, respectivamente [Monsalve y Rodriguez, 1990]. Los resultados obtenidos
se recogen en la figura 37, y pueden resumirse en los siguientes puntos:

® El alergeno de la mostaza fue reconocido por las IgE del paciente alérgico a
colza de forma similar a BnlII (fig. 37Ic). La baja sefial de los dimeros de Sina 1 (en
comparacién a los de BnlIl) se debi6 en parte a que la muestra empleada en el ensayo
mostraba un menor contenido en forma dimérica (figura 36).

® Tanto Bnlll como Bnlb se comportaron de forma indistinguible a Sin a 1 frente
a las IgE de sueros de pacientes alérgicos a la mostaza, siendo intensamente reconocida
la cadena pesada de las tres proteinas por la mezcla de sueros utilizada (fig. 37Ib y IIb).
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Figura 37. Reactividad cruzada en inmunotransferencia del alergeno de la mostaza con las napinas de
colza. Parte superior (I), protefnas sin reducir; parte inferior (II), proteinas reducidas. Lineas: 1, Sina
1; 2, Bnlb; 3, Bnlll. (a) Inmunodeteccién con suero de conejo anti-Sin a 1; (b) inmunodetéccién con una
mezcla de sueros de pacientes alérgicos a mostaza; (c) inmunodeteccién con suero de paciente alérgico
a colza.
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® Por el contrario, las IgG de conejo desarrolladas frente al alergeno de la mostaza
s6lo reconocieron a Bnlll (tanto a la proteina completa como a la cadena pesada), pero
no a la napina de bajo peso molecular, Bnlb (fig. 37la y Ila).

® Finalmente, las IgE presentes en el suero del paciente alérgico a colza no
reconocieron de modo significativo a las cadenas pesadas de estas proteinas.

Reactividad cruzada en ELISA

Aunque los experimentos de inmunotransferencia son sumamente ttiles a la hora
de detectar la presencia de proteinas reconocidas por un suero, los resultados obtenidos
no son facilmente extrapolables a las condiciones que tienen lugar in vivo durante la
respuesta inmune, ya que, en la PAGE-SDS previa a la transferencia, las muestras se
ven sometidas a condiciones desnaturalizantes (Inés ailn en el caso de que se emplee un
agente reductor). Por este motivo, se Hevaron a cabo los siguientes ensayos de
reactividad cruzada en ELISA:

Titulacién de IgE presentes en el suero de paciente alérgico a colza.

La titulacion de las IgE del suero del paciente alérgico a colza demostrd que su
capacidad de reconocimiento del alergeno de la mostaza es practicamente la misma que
para Bnlll. El titulo de IgE de dicho suero para Bnlb, aunque alto, fue cerca de un 30%
menor que para Bnlll (figura 38).

08 |-

Ad02

0.2

1
101 102

DILUCION DEL SUERO

Figura 38. Curvas de unién de las IgE del suero de un paciente alérgico a colza a (e) Sina 1; (m) Bulb
y (A) Balll adsorbidos a poliestireno.
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Inhibicién de la unién de IgG de conejo desarrolladas frente a Sin a 1.

Los ensayos de inhibicién de la unién de IgG de conejo a Sin a 1 unido a fase
s6lida mostraron una clara diferencia entre Bnlb y Bnlll. Esta dltima fue capaz de
inhibir totalmente la unioén de IgG, mostrando incluso mayor afinidad que el propio
alergeno de la mostaza. Por el contrario, utilizando Bnlb, en las mismas condiciones
no se liegd a alcanzar el 50% de inhibicion (figura 39).
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Figura 39, Curvas de inhibicién de ia unién de IgG de suero de conejo anti-Sin a 1 al alergeno de
mostaza adsorbido a poliestireno, utilizando como inhibidores: Sin a I (o), BoIb {a) y Bnlll {(A).

Inhibicion de la unién de IgE.

LLa reactividad alergénica cruzada entre Sin a 1, Bnlb y Bnlll pudo comprobarse
mediante ELISA de inhibicion. Los resultados fueron similares cuando se ensayaron las
IgE especificas para mostaza (figura 40a) y cuando se utilizaron las presentes en el
suero de paciente alérgico a colza (figura 40b). En el primer caso se tapizaron las
placas con el alergeno Sin a 1, mientras que en el segundo se hizo con Bnlll. En ambos
experimentos se comprobd que Bnlll y el alergeno de la mostaza comparten un gran
ndmero de epitopos comunes, pues con ambas proteinas se alcanzaron valores similares
de inhibicion, aunque la similitud de las curvas obtenidas fue mayor en el caso de los
sueros de pacientes alérgicos a mostaza. La napina de bajo peso molecular dio, en las
condiciones del ensayo, unos valores de inhibicion inferiores al 50% tanto para las IgE
especificas de colza como en el caso del suero de pacientes alérgicos a mostaza.
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Figura 40, Reactividad alergénica cruzada en ELISA del alergeno de mostaza con las sapinas de colza.
(a) Curvas de inhibicién de la unién de IgE de sueros de pacientes alérgicos a mostaza (mezcla de sueros)
a Sin a 1 adsorbido a poliestireno, utilizando como inhibidores: Sin a 1 (8), Bnlb () y Bnlll (A). (b)
Curvas de inhibictén de la unién de IgE del suero de paciente alérgico a colza a la napina Bnlll adsorbida
a poliestireno, utilizando como inhibidores: Sin a 1 (e), Balb (n) y Buolll (4). La desviacién estindar en
€5t0s ensayos 1no supera en ningin caso el 5% del porcentaje de inhibicién observado.
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EXPRESION EN E. coli DEL ALERGENO PRINCIPAL DE LA MOSTAZA

Nuestro principal objetivo era conseguir la expresién de una forma recombinante
de Sin a | que conservara intactas la mayor parte de sus propiedades antigénicas y
alergénicas. La produccion de una especie molecular pura de una proteina muy polimoér-
fica, como es el alergeno de la mostaza, posibilita una caracterizacion inmunoldgica
mas inequivoca de la molécula. Por otra parte, la disponibilidad de un alergeno perfec-
tamente definido a nivel molecular abre las puertas al disefio de nuevas formas de
inmunoterapia altamente especificas.

Dado que las napinas, familia a la que pertenece Sin a 1, son codificadas por genes
sin intrones [Josefsson y col, 1987; Scofield y Crouch, 1987; Krebbers y col., 1988;
Baszcynski y Fallis, 1990; Ericson y col., 1991}, fue posible utilizar secuencias geno-
micas para expresar el alergeno, sin necesidad de sintetizar el correspondiente cDNA
a partir del mRNA. La mayor dificultad a la hora de producir el alergeno Sina 1 en
E. coli radica en el hecho de que esta proteina, en su estado nativo, esta constituida por
dos cadenas polipeptidicas unidas por puentes disulfuro, existiendo, ademas, otros dos
puentes disulfuro intracatenarios en la cadena pesada. La estrategia utilizada consistid
en expresar una secuencia continua de nucleétidos que codifica ambas cadenas, unidas
por el fragmento peptidico que es procesado in vive durante la maduracion de la
semilla. Podia esperarse que el producto obtenido mediante una construccion de este
tipo poseyera unas propiedades estructurales muy similares a las de la proteina nativa,
pues el plegamiento de la misma in vive debe producirse antes de que tenga lugar la
eliminacién proteolitica del fragmento peptidico existente entre ambas cadenas
[Monsalve y col., 1991].

Las secuencias de aminoicidos deducidas de los clones obtenidos difieren ligera-
mente entre si y respecto a la estructura primaria determinada a partir del alergeno
maduro aislado de las semillas. Este hecho confirma la existencia de un gran polimor-
fismo en este alergeno, lo cual ya habia sido previamente detectado durante la elucida-
cion de la secuencia de aminodcidos mediante degradacion de Edman [Menéndez-Arias
y col., 1988]. De hecho, algunas de las microheterogeneidades que aparecen en las
secuencias deducidas de los clones ya fueron encontradas en el alergeno nativo
(Menéndez-Arias y Rodriguez, datos no publicados). Tal es el caso de los residuos
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correspondientes a las posiciones 6 y 36 de la cadena ligera (Arg/Gly y Ser/Gly,
respectivamente) y de las posiciones 73 y 81 de la cadena pesada (Arg/Pro y Lys/Gln).
En cuanto al resto del polimorfismo observado, es poco probable que pueda deberse a
artefactos de PCR, pues la frecuencia de error de la polimerasa Tag (10° nucle6-
tidos/ciclo) es mucho menor que la cantidad de cambios que aparecen €n las secuencias
obtenidas [Erlich y col, 1991]. Ademas, el nimero de cambios silenciosos (que no se
traducen en sustituciones de aminoicidos) es considerablemente mayor de lo que cabria
esperar estadisticamente (alrededor del 75%). La principal diferencia entre las
secuencias deducidas de los clones respecto a la secuencia del alergeno nativo es que
todas ellas presentan una secuencia adicional de tres residuos entre las posiciones 54 y
55 de la cadena pesada. Esto puede deberse al distinto origen de las semillas utilizadas
para obtener los clones genémicos (espafiolas) y las que se usaron para aislar el
alergeno nativo (procedentes de EE.UU.).

Algunas de las heterogeneidades encontradas en las secuencias deducidas de los
clones se localizan en el péptido de conexion eliminado durante el proceso de madura-
cion de la proteina. Las heterogeneidades localizadas cerca de los sitios de procesa-
miento pueden jugar un papel importante en la maduracidn proteolitica de las proteinas
2S, ya que podrian afectar a los posibles motivos estructurales reconocidos por las
actividades endoproteoliticas implicadas en dicho proceso. Tales microheterogeneidades
pueden ser la causa de la existencta de moléculas de proteina madura con cadenas poli-
peptidicas de distinta longitud, lo cual ha sido observado en las napinas de la colza
[Monsalve y col., 1990]. Es un hecho bien establecido que los cambios evolutivos son
mds rapidos en aquellas secuencias que codifican segmentos no funcionales o regiones
eliminadas durante el procesamiento postraduccional de las proteinas [Poljac y col.,
1976; Padlan y col., 1975]. Este no parece ser el caso de la secuencia del péptido de
conexién de las albdminas 2S de cruciferas, pues si comparamos las secuencias deduci-
das de los clones obtenidos con las de otros genes conocidos de albiminas 2S (figura
41) se puede comprobar que la secuencia de dicho péptido estd bastante conservada.
Existe una identidad superior al 65% entre todas las secuencias analizadas, identidad
que es igual o superior al 80% si excluimos de la comparacidn al clon AT2S2 de A.
thaliana, que es el que presenta un mayor ndmero de cambios con respecto a los
demds. Un dato particularmente interesante en relacion al procesamiento de estas
proteinas in vivo es la conservacién en todas las secuencias conocidas, incluidos los
siete clones de S. alba, de los pares de residuos Phe-Asp (posiciones -9 y -8 de la
cadena pesada) y Asp-Asp (posiciones -5 y -4). Estos residuos han sido identificados
como sitios de corte para una endoproteinasa icida descrita en semillas de B. napus
como una de las enzimas implicadas en el proceso de maduracidn de las albdiminas 2S
[D’Hondt y col., 1993].
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Figura 41. Alineamiento de los péptidos de conexién de las proteinas 28, Los milmeros se refieren a la
secuencia de la cadena pesada. Los guiones (-) indican identidad de secuencia; los asteriscos (*) sefialan
residuos ausentes. Los residuos conservados en todas las secuencias se indican con barras en la parte
superior, Las secuencias proceden de las siguientes referencias: pNAPL, Ericson y col., 1983; napA,
Josefsson y col,, 1987; napB, Ericson y col., 199]; pN1 y pN2, Crouch y col., 1983; gNA, Scoficld y
Crouch, 1987; BngNAPI, Baszczynski y col., 1990; pBA3, pAHI1 y pBG9, Raynal y col., 1991; AT2S1,
AT252 y AT284, Krebbers y col., 1988,
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Con el fin de expresar el alergeno recombinante en E. coli, se realizaron diversas
construcciones utilizando el clon SIN3. Dicho clon fue elegido por su mayor identidad
de secuencia con el alergeno aislado de las semillas. Cuando se intent6 llevar a cabo
la expresion directa de rSinal en el citoplasma de E. coli, utilizando para ello los
vectores pIN-III-A2 o pTrc99A, en ninguno de los dos casos se obtuvo producto detec-
table por anticuerpos especificos para el alergeno nativo. Esto puede deberse a varios
motivos. En primer lugar, el producto de estas construcciones puede ser inestable en
el citoplasma de las bacterias. Es un hecho muy comin que los niveles de expresion de
proteinas heterdlogas en el citoplasma de E. coli se encuentren limitados debido a que
dichas proteinas son reconocidas como extrafias y resultan degradadas [Wetzel y col.,
1983]. Esto es particularmente frecuente en el caso de polipéptidos pequeiios. Otras
posibles explicaciones de la ausencia de niveles detectables de expresién directa de
rSinal son la inestabilidad del RNA o la ineficiencia de la traduccion. Se ha visto que,
en algunas ocasiones, los niveles de expresidon pueden mejorarse usando secuencias que
estabilizan el mRNA [Panayotatos y Truong, 1981; Studier y Moffatt, 1986; Rosenberg
y col., 1987]. Asimismo, ha sido descrito en varias ocasiones que algunas secuencias
de nucledtidos pueden dificultar el inicio de la traduccién cuando se encuentran
proximas al coddn de iniciacidn, porque poseen algin tipo de estructura secundaria
capaz de interferir con el sitio de union al ribosoma [Iserentant y Fiers, 1980; Gold y
col., 1981; Wood y col., 1984]. Dado que si hubo produccion de rSinal tanto en forma
de proteina de fusién como unida a un péptido sefial (construcciones pCES3, pGEXS3
y pompAS3) la ausencia de niveles detectables de traduccién en las construcciones
pINS3 y pTrcS3 parece una explicacién mas plausible que la degradacion total de los
correspondientes productos.

La expresion de rSinal unido al péptido sefial de la proteina ompA produjo dos
polipéptidos insolubles con la misma secuencia N-terminal. Dicha secuencia corres-
ponde a la que cabria esperar como resultado de un correcto procesamiento del péptido
sefal. Esto indica que el producto de la expresion es exportado al espacio peripldsmico,
donde se acumula en un estado insoluble. El tamafno aparente del mayor de los dos
productos obtenidos (18.8 kDa) resuito ser significativamente superior al esperado para
rSinal (16.4 kDa). Sin embargo, esta discrepancia se debe con toda seguridad a la
escasa movilidad electroforética de esta proteina, pues esta circunstancia se da también
en el caso del alergeno nativo, que muestra un tamafio aparente de 16.5 kDa en PAGE-
SDS, siendo su tamaiio real 14.1 kDa. De esta forma, el menor de los dos polipéptidos
obtenidos debe ser un fragmento de rSinal originado por una rotura proteolitica de la
molécula. En cualquier caso, dicho fragmento posee el tamaiio suficiente como para ser
reconocido por el sueroc de conejo obtenido frente a la proteina nativa.
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Las proteinas de fusion C-LYTA-rSinal y GST-rSinal se produjeron también en
una forma mayoritariamente insoluble. La expresion de proteinas recombinantes en
bacterias frecuentemente conduce a la formacidon de polipéptidos inactivos que se
acumulan intracelularmente en forma de agregados insolubles ilamados cuerpos de
inclusién [Marston, 1986]. La formacidn de cuerpos de inclusién parece ser indepen-
diente del tipo de proteina expresada. En el caso de la expresiébn de proteinas
eucaridticas que poseen puentes disulfuro en su estado nativo, frecuentemente se
produce la formacién de puentes disulfuro incorrectos, tanto intra- como intermole-
culares. Tal parece ser el caso de las proteinas de fusion C-LYTA-rSinal y GST-
rSinal, pues tras el aislamiento y lavado de los cuerpos de inclusidn, su solubilizacion
requirié el uso de agentes reductores, junto con agentes desnaturalizantes como urea o
cloruro de guanidinio, para romper los puentes disulfuro y obtener las cadenas polipep-
tidicas monomeéricas. La insolubilidad de rSinal no es un hecho sorprendente, pues se
sabe que las protefnas eucaridticas ricas en cisteina y prolina, como es el caso del
alergeno de la mostaza (8 Cys y 16 Pro, de un total de 145 residuos en rSinal), se
pliegan de forma ineficiente en E. coli [Wilkinson y Harrison, 1991]. Por tanto, con
toda probabilidad, los problemas de solubilidad encontrados a la hora de expresar
rSinal en E. coli tienen su origen en la dificultad de la correcta formacién de los cuatro
puentes disulfuro que posee la molécula nativa. De hecho, hasta la fecha, ninguna
albimina 2S ha sido expresada en E. coli, y, s6lo muy recientemente, se ha llevado a
cabo la produccién de algunas de estas proteinas en levaduras [Pal y Biswas, 1995].

Para comprobar que la insolubilidad de rSinal no era debida a ningtin factor de tipo
experimental, se probaron diferentes condiciones de cultivo. Asi, y con todas las
construcciones utilizadas, se llevé a cabo la expresién a distintas temperaturas,
comprendidas entre 25°C y 38°C. También se probaron concentraciones de [PTG entre
0.1 y 5 mM, y tiempos de induccion entre 1 y 10 h. Er ningin caso, ni el rendimiento
ni la solubilidad de la proteina recombinante aumentaron de modo apreciable respecto
a las condiciones habituales descritas en la seccion "Materiales y métodos”. La
solubilidad de rSinal tampoco se vio afectada por el método empleado para la lisis de
las células, ya que cuando, en lugar de la sonicacidn, se utilizd una prensa francesa, o
se trataron las células con lisozima y desoxicolato [Sambrook y col., 1989], el alergeno
recombinante obtenido también se encontré mayoritariamente en estado insoluble. Los
resuitados tampoco variaron cuando, en lugar de las habituales células DH5«F’, se
utilizaron otras estirpes de E. coli, entre ellas una cepa deficiente en proteasas (lon-}.
Finalmente, el cardcter insoluble de rSinal tampoco puede achacarse a alguna
pecuiiaridad estructural del clon expresado (SIN3), ya que se obtuvieron resultados
similares con los clones SIN1, 2, 4 y 7.
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Recientemente se ha descrito la capacidad del alergeno de la mostaza para
interaccionar con lipidos de membrana {Ofiaderra y col., 1994]. Este hecho, junto con
la actividad antifingica de las napinas [Terras y col., 1993], sugiere una posible
citotoxicidad de Sin a 1. Sin embargo, esta posibilidad deberfa ser descartada como la
causa de cualquier problema observado en la produccion de rSinal por E. coli, pues tos
cultivos transformados crecen con normalidad, y no se detectd en ningin caso la
pérdida del pldsmido recombinante, o la aparicién de mutantes.

El rendimiento en la produccion de la proteina de fusion GST-rSinal fue mas de
diez veces superior al obtenido para el alergeno expresado con péptido sefial o como
proteina de fusion con el dominio C-LYTA. Ademds, la protefna de fusién GST-rSinal
posee un sitio de rotura por frombina que permite la liberacién del alergeno
recombinante, lo cual constituye una ventaja adicional respecto a la proteina de fusién
C-LYTA-rSinal. Por estos motivos, fue la construccion pGEXS3 la finalmente elegida
para la obtencion del alergeno recombinante de mostaza a ser empleado en los
posteriores ensayos inmunoldgicos. La expresion del clon SIN3 en esta construccion dio
lugar, ademés de a la proteina de fusién GST-rSinal, a diversos fragmentos de la
misma, entre los cuales destaca uno de unos 31 kDa que es intensamente reconocido
en inmunotransferencia por las IgE de pacientes alérgicos a mostaza. La aparicion de
estos fragmentos es muy probablemente el fruto de diversas roturas proteoliticas de la
proteina de fusion, seguramente debidas al incorrecto plegamiento de la misma.

A pesar de encontrarse en poca cantidad, la forma soluble de la proteina de fusién
GST-rSinal pudo ser aislada mediante la incubacion de la fraccion soluble del lisado
celular con glutatiéon anclado a una matriz de Sepharosa. la posterior digestion con
trombina de la proteina unida a la matriz, permitié la obtencion de rSinal en forma
soluble, y con s6lo dos residuos adicionales en su extremo N-terminal. Todos los
ensayos inmunoldgicos llevados a cabo con esta forma del alergeno recombinante de
mostaza muestran que éste posee unas propiedades antigénicas y alergénicas muy
similares a las del alergeno nativo. la mayoria de los alergenos recombinantes
producidos hasta la fecha han sido analizados antigénicamente usando sélo técnicas de
inmunotransferencia, en las cuales las proteinas son previamente desnaturalizadas y que,
por tanto, se basan fundamentalmente en el reconocimiento de epitopos de caracter
secuencial. Por el contrario, la técnica det ELISA aqui utilizada permite también
estudiar epitopos conformacionales [Rafnal y col., 1992; Sidoli y col., 1993].
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La principal diferencia antigénica observada entre el alergeno nativo y la forma
recombinante estudiada, se encuentra en la unién al anticuerpo monoclonal 2B3, el cual
no reconoce en absoluto a rSinal, tanto en ensayos de inmunotransferencia como en
ELISA. Este anticuerpo reconoce un epitopo secuencial del alergeno de la mostaza,
localizado en su cadena pesada y en el que se halla involucrado el tdnico residuo de
tirosina de la molécula. De hecho, de los diez anticuerpos monoclonales disponibles
frente a Sin a 1, 2B3 es el tnico que reconoce a la cadena pesada carboxiamido-
metilada, tanto en disolucién como adsorbida a poliestireno [Menéndez-Arias y col.,
1990]. Este anticuerpo reconoce, ademas, a las cinco fracciones alergénicas (Bra j 1)
obtenidas de semillas de mostaza oriental (Brassica juncea), pero no a las albiminas 28
aisladas de otras especies de cruciferas [Monsalve, datos no publicados]. Si compara-
mos las secuencias de aminoacidos en la region de la cadena pesada préxima a la
tirosina en las proteinas 2S reconocidas por el monoclonal 2B3 y en la del clon
expresado (figura 42) parece claro que la causa de ta ausencia de unién de rSinal a
dicho anticuerpo debe ser la existencia de los tres residuos adicionales LQH entre las
posiciones equivalentes a los residuos 54 y 55 de la cadena pesada del alergeno Sin a
| aislado de las semillas. La pérdida de la unién a 2B3 por parte de la secuencia
recombinante producida confirma, por tanto, la existencia de un determinante antigénico
secuencial en la cadena pesada del alergeno de la mostaza, en el que participarian
residuos situados entre las posiciones 50 y 60 de dicha cadena, y que resultaria
destruido por la insercién de los ya mencionados tres aminoacidos.

50 60
Bra j 1 ...0QLQH---EISRIYQTATHLSP
Sina ...0Q0GPH---VISRIYQTATHTLSP
SIN3 ... 0 0GPHLQHVISRIYQTATHLDP

Figura 42. Secuencias de Bra j | (alergeno principal de la mostaza oriental), Sin a 1 y el clon SIN3
atrededor de 1a tirosina de Ia cadena pesada,
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Los otros dos anticuerpos monoclonales utilizados en la caracterizacion de rSinal
(1G5 y 3G3) pertenecen a distintos grupos de complementacién y reconocen
determinantes antigénicos de caricter conformacional [Menéndez-Arias y col., 1990].
Los resultados de los ensayos de inhibicion en ELISA de la union de dichos anticuerpos
al alergeno nativo unido a fase sélida (figura 25), muestran que rSinal conserva las dos
regiones inmunodominantes identificadas en el alergeno nativo. Las ligeras diferencias
observadas entre las formas nativa y recombinante del alergeno de la mostaza en su
unién a los monoclonales 1G5 y 3G3, asi como en la unién a las IgE de pacientes
alérgicos, son muy probablemente debidas al hecho de que el alergeno aislade de las
semillas presenta un significativo grado de polimorfismo. Por el contrario, rSinal es
una especie molecular pura, lo cual puede conducir a un comportamiento antigénico
ligeramente distinto. Esto podria explicar, por ejemplo, la mayor afinidad observada en
la interaccién del anticuerpo monoclonal 3G3 con la forma recombinante respecto a la
proteina nativa.

En cuanto a la interaccién con IgE de pacientes alérgicos, de los ensayos realizados
con rSinal no pueden extraerse datos concretos a nivel de epitopos, pues se utilizd una
mezcla de sueros de los cuales se desconoce su especificidad. Si puede afirmarse, sin
embargo, que algunos de los determinantes alergénicos de Sin a 1 son de carécter
secuencial, pues la proteina recombinante es reconocida por las IgE de pacientes
alérgicos en inmunotransferencia después de una electroforesis en condiciones
reductoras.

La forma soluble aislada de rSinal presenta una gran resistencia a la accién
proteolitica de la tripsina, pues, tras 20 h de digestidn en condiciones dptimas, sélo
pierde unos 1300 Da. Este comportamiento es indistinguible del que muestra el alergeno
native, pero no es compartido por la forma recombinante obtenida a partir de la
fraccién insoluble de la proteina de fusién GST-rSinal, lo cual sugiere un incorrecto
plegamiento de esta dltima. La resistencia a tripsina, junto con la gran semejanza en su
comportamiento antigénico y alergénico, permite suponer que la fraccién soluble de
rSinal posee una estructura pricticamente idéntica a la del alergeno nativo. Estos
resuftados confirman, por tanto, la validez de la estrategia experimental utilizada,
consistente en expresar el alergeno Sin a 1 en su forma de precursor, ya que el
polipéptido obtenido no sélo puede plegarse correctamente, sing que, ademés, el
segmento peptidico adicional (ausente en la proteina madura) no interfiere de modo
significativo con las propiedades antigénicas ni alergénicas de la molécula. Sin
embargo, dado el escaso rendimiento obtenido, la produccién en gran escala del
alergeno recombinante de mostaza requeriria la utilizacién de algin otro sistema de
expresion que favorezca el correcto plegamiento de esta proteina.
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CARACTERIZACION ALERGENICA DE Sina 1

Las [gE de tres de los sueros de pacientes alérgicos a la mostaza utilizados (un total
de 18) reconocieron muy intensamente a la cadena pesada de Sin a 1 en ensayos de
inmunotransferencia. Este hecho, mas que como una diferencia de especificidad, quizés
deba ser interpretado como el resultado de una mayor reactividad, pues los tres sueros
en cuestion poseen un valor de RAST de 6. Sin embargo, no es posible descartar
totalmente la existencia de epitopos secuenciales que sean reconocidos de modo
preferente por esos tres sueros, pues el de otro pactente (sefialado con el nimero 18 en
la figura 29), también con RAST 6, reconoce sélo muy débilmente a la cadena pesada
del alergeno.

Los ensayos de titulaciéon de IgE en ELISA, parecen indicar que los epitopos
alergénicos de Sin a 1 son de cardcter preferentemente conformacional, ya que las
cadenas aisladas del alergeno no son reconocidas de modo significativo por las IgE de
los pacientes. Es de destacar la gran diferencia existente entre los resultados obtenidos
por medio de ELISA y los de inmunotransferencia, pues en estos Gltimos, las IgE de
los pacientes (la misma mezcla de sueros utilizada en ELISA) si reconocen muy
intensamente a 1a cadena pesada del alergeno. Esta circunstancia dificulta la
interpretacién de los resultados, ya que es priacticamente imposible discernir el efecto
que la unidn al soporte sdlido puede tener sobre los determinantes antigénicos de la
molécula.

Existen numerosas evidencias que indican que las proteinas experimentan cambios
conformacionales al ser adsorbidas a superficies sintéticas, obtenidas tanto a partir de
estudios fisicos [Soderquist y Walton, 1980] como mediante métodos inmunoguimicos
[Kennel, 1982; Holland y Katchalski-Katzir, 1986; Stevens y col., 1986]. Se cree que
la adsorcion pasiva de proteinas en superficies como €l poliestireno o la nitrocelulosa
es el resultado de la formacién de fuertes uniones hidrofdbicas [Gardas y Lewartowska,
1988; Kenny y Dunsmoor, 1983]). Tales interacciones promueven cambios
conformacionales que favorecen un mayor grado de exposicion de los residuos
hidrofébicos [Conradie y col., 1983]. Dichos cambios conformacionales pueden
conducir incluso a la aparicion de epitopos nuevos, no presentes en la proteina en
disolucion [Friguet y col., 1984; Mierendorf y Diamond, 1983; Stevens y col., 1986;
Vaidya y col, 1985]. Al contrario que en el caso del poliestireno, se han realizado
pocos estudios acerca de las caracteristicas de las proteinas adsorbidas a nitrocelulosa.
En el caso de las inmunotransferencias, los cambios en la inmunorreactividad pueden
ser debidos al proceso electroforético, la reduccion de los puentes disulfuro, al proceso
de transferencia 0 a cambios conformacionales resultantes de la adsorcion. Puesto que
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las fuerzas implicadas en la adsorcién a nitrocelulosa son similares a las que participan
en la unién a plastico [Bers y Garfin, 1985; Gershoni y Palade, 1982; Towbin y
Gordon, 1984}, cabe esperar que los cambios conformacionales debidos al proceso de
adsorcion sean los mismos en ambos casos. Por tanto, las diferencias de reactividad con
IgE de la cadena pesada de Sin a 1 en ELISA y en inmunotransferencia deben ser,
principalmente, resultado de los procesos electroforéticos y/o de transferencia llevados
a cabo sobre la proteina previamente a su adsorcion en nitrocelulosa.

La resistencia del alergeno de la mostaza a la accidn de proteasas in vitro sugiere
que éste atraviesa el tubo digestivo sin sufrir notables modificaciones en su estructura,
lo que querria decir que la mayoria, si no todos, los epitopos reconocidos por las IgE
de pacientes alérgicos estarian presentes en la proteina nativa. En este sentido apuntan
también los resultados de la union de IgE de pacientes alérgicos a mostaza a Sina 1
digerido con tripsina. La estabilidad gastrointestinal de los alergenos alimentarios es una
caracteristica muy importante, pues la patogénesis de la alergia a alimentos requiere la
penetracion del alergeno o de fragmentos altamente inmunogénicos del mismo a través
de la barrera de la mucosa intestinal [Walker, 1987]. La determinacién de los dominios
resistentes a la accion de las proteasas gastrointestinales en un alergeno alimentario
resulta, por tanto, crucial para la comprension de los mecanismos responsables del
desarrollo de la reaccidn alérgica.

En inmunotransferencia, las napinas de la colza Bnlb y Bnlll se comportan de
forma indistinguible a Sin a 1 en lo que se refiere a su unién a IgE de pacientes
alérgicos a mostaza. No ocurre lo mismo con las IgG de conejo obtenidas frente a Sin
a |, las cuales reconocen a Bnlll, pero no a Bnlb. Esto indica que ambos tipos de
anticuerpo estin reconociendo distintos epitopos en estas proteinas. Dada la ausencia
de union a las napinas de bajo peso molecular (Bnlb), es probable que las IgG de
conejo estén dirigidas principalmente hacia la denominada regién hipervariable de las
proteinas 2S [Ampe y col., 1986; Krebbers y col., 1988], localizada, aproximadamente,
entre los residuos 39 a 56 de la cadena pesada de Sin a 1. En la correspondiente region
de Bnlb existe una delecién de ocho aminoécidos que afecta a los residuos equivalentes
a las posiciones 39 a 46 de la cadena pesada de Sin a 1 y en la secuencia contigua,
hacia el extremo C-terminal, con la que presenta el alergeno de mostaza en esa misma
region (figura 43). Tales variaciones son, posiblemente, la causa de la ausencia de
union de los anticuerpos de conejo a Bnlb, pero no parecen afectar a la unidn de las IgE
de pacientes alérgicos a mostaza.
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Si comparamos las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesadas de Sin a 1,
Bnlb y Bnlll (figura 43), podemos ver que la regién més similar de Bnlb respecto a las
otras dos, es la mitad N-terminal de dicha cadena polipeptidica (residuos 1-38). Esta
regidon es, ademdas, una de las mds expuestas en la estructura tridimensional de la
proteina nativa (figura 44), por todo lo cual, es posible sugerir que la zona N-terminal
de la cadena pesada de Sin a 1 contenga residuos implicados en algin epitopo
alergénico importante. Por otra parte, la eliminacidn de los seis residuos C-terminales
de la cadena pesada de Sin a 1 no conlleva apenas pérdida de unién a IgE, por lo que,
a pesar de que esta region de la proteina también es una de las mas expuestas, hay que
descartar que posea importancia en la alergenicidad de la molécula.

1 10 20 30 40 50
Sin a 1 PQGPQORPPLLQQCCNELHQEEPLCVCPTLKGASKAVKQQVROQOLEQQGO
BnIb QSGPQOGPWLREQCCNELYQEDQVCVCPTLKQAAKSVR. . ... . - . VQGQ
- m mw owmom w — PO U - - = -—-
BnIII PQGPQORPPLLQQCCNELHQEEPLCVCPTLKGASRAVKQQVRQQQGQQGO
__________________________________ e hcwammn  wem=
60 70 80
Sinal QGPHVISRIYQTATHLPKVCNIPQVSVCPFKKTMPGPS
BnIb HGPFQSTRIYQIAKNLPNVCHNMEKQIGTCPFIAL
- L -
BnIII QLQOVISRIYQTATHLPRVCNIPQVSVCPFQKTMPGPS

Figura 43, Secuencias de aminoAcidos de las cadenas pesadas de las napinas Bnlb y Bnlll, mostradas en
comparacién con la cadena pesada del alergeno Sin a 1 (secuencia superior). Bajo cada secuencia, los
residuos conservados aparecen seiialados con barras y los cambios conservativos se indican con un
asterisco.
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Dado que, hasta la fecha, no existen datos experimentales que avalen la posible
existencia de restriccibn en la expresion del isotipo de un anticuerpo con una
determinada especificidad, el hecho de que las IgG de conejo y las IgE de pacientes
alérgicos estén dirigidas, aparentemente, hacia distintas regiones de la molécula de Sin
a 1, sugiere una probable influencia de la via de inmunizacion (intravenosa en el primer
caso, digestiva en el segundo) sobre la localizacién de los principales determinantes
antigénicos de la proteina.

Los resultados de las reacciones cruzadas de Sin a 1 con las proteinas 2S de
semillas de B. napus no permiten extraer conclusiones muy generalizables, ya que s6lo
se dispuso del suero de un unico paciente alérgico a colza. A pesar de todo, en los
ensayos de inmunotransferencia si pueden destacarse dos resultados. En primer lugar,
la especificidad de las IgE del paciente sensible a colza parece ser més similar a la de
las IgG de conejo que a la de las IgE de pacientes alérgicos a mostaza. En efecto, la
escasa unioén de Bnlb a las IgE especificas de colza sugiere que éstas se encuentran
principalmente dirigidas a una region distinta a la que reconocen preferentemente las
[gE frente a mostaza. Dado que, en el caso clinico estudiado, las napinas de la colza
actiian como aeroalergenos, este hecho apoya la idea, apuntada anteriormente, de que
la via de inmunizacién afecta a la especificidad de las IgE. En segundo lugar, al igual
que ocurre con las IgE de pacientes alérgicos a mostaza, la unién observada para los
oligébmeros de las proteinas 2S (dimeros, trimeros, etc.) es, proporcionalmente, bastante
superior a la obtenida para el monémero. Por ahora, no se dispone de ningin dato que
permita saber si este fenémeno tiene alguna importancia in vivo o si sélo se trata de un
artefacto experimental, aunque el hecho de que estas albiminas 2S posean una gran
tendencia a la agregacion podria conducir a la existencia de anticuerpos especificos para

los oligémeros.

Hay que sefialar que ésta es la primera vez que se describen las proteinas 2S5 de
semillas de colza como alergenos atdpicos, si bien se requerira el estudio clinico de més
pacientes para poder adjudicar a dichas proteinas la categoria de alergenos principales.
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MODELIZACION DE LA ESTRUCTURA TERCIARIA DE Sin a 1

Durante la preparacion de la presente Memoria, ha sido determinada mediante
RMN la estructura tridimensional dela napina de bajo peso molecular, Bnlb. Este logro
ha sido llevado a cabo en el laboratorio del Dr. Manuel Rico, del Instituto de Estructura
de 1a Materia del CSIC (Madrid}, en colaboracion con nuestro grupo de investigacion,
La disponibilidad de las coordenadas atdmicas de una proteina homdloga al alergeno de
la mostaza, ha permitido realizar una primera aproximacion tedrica a la estructura
terciaria de Sin a 1. Para ello se utilizo el programa Insightll, version 2.1.2 (Biosym
Technologies) en una estaciéon de trabajo Silicon Graphics tipo Iris 4D/310V6X. El
modelo obtenido se muestra en la figura 44. Unicamente se modelizaron las regiones
de Sin a 1 que poseen un alto grado de identidad con la secuencia de la napina Bnlb.
Dada la homologia de las albiminas 2S de cruciferas, cabe esperar que la estructura de
dichas regiones se encuentre altamente conservada en todas estas proteinas.

Pueden destacarse varios aspectos importantes en la estructura modelo. En primer
lugar, el alto grado de compactacion de la molécula, que explicaria su gran resistencia
a proteasas. También resulta destacable el elevado contenido en hélice «, que ya habia
sido predicho anteriormente a partir de los datos de dicroismo circular [Menéndez-Arias
y col., 1987]. Por ultimo, cabe resaltar que las dos regiones mds expuestas de la cadena
pesada son el extremo N-terminal y la regién hipervariable. Esto apoya la idea
anteriormente expuesta de que dichas regiones juegan un papel importante en el
reconocimiento por anticuerpos (IgE de pacientes e IgG de conejo).
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CADENAS LIGERAS

Sin a 1
BnIb

CADENAS PESADAS

Bin a 1
Bnlb

fin a 1
BnIh

1 10 20 30
PAGPFRIPECREEFQQAQHLRACQOWLHEQAMOSGSGPS
QPQKCOREFQQEQHLRACQQWIRQQL - - - AGSPF

1 10 20 30 410 50

PQGPQURPPLLOQCCHNELHQEEPLCVCPTLEGASKAVEQOVRQOLEQQGD

QSGPQQGPHLREQCCHELYQEQQVCvCPTLKQAAKS?R ------- VoGQ
&0 70 B0

QGPHVISRIYQTATHLPKVCNIPQVSVCPFEKTMPGPS
HGPFQSTRIYQIAKNLPNVCHNMEQIGTCPFIAL

Figura 44. Modelo teérico de la estructura terciaria del alergeno de la mostaza (parte superior). En azul
se representa la estructura correspondiente a Bnlb, sobre la que se ha superpuesto la estructura tedrica
de los segmentos con mayor identidad de secuencia en Sin a 1. Dichos segmentos se indican con barras
de distintos colores en la parte inferior, bajo las secuencias alineadas de ambas protefnas.



l.-

CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un método simple y eficiente para clonar secuencias gendmicas
de albiminas 28 de semillas de cruciferas mediante su amplificacion por PCR,
utilizando como cebadores oligonucieétidos que codifican los extremos N-terminal
de la cadena ligera y C-terminal de la pesada. La secuencia clonada, por tanto,
comprende la region que codifica las dos cadenas polipeptidicas presentes en la
proteina madura, asi como la secuencia que las une y que es eliminada in vivo
durante el procesamiento proteolitico del precursor.

Se ha determinado la secuencia de siete clones gendémicos de Sin a 1. Las corres-
pondientes secuencias de aminoacidos deducidas difieren ligeramente entre ellas y
respecto a la estructura primaria determinada a partir del alergeno nativo mediante
degradacion de Edman. Este hecho confirma la naturaleza polimoérfica de Sin a 1.

Ha sido posible expresar en E. coli una proteina de fusién del alergeno de la
mostaza con la glutatién-S-transferasa de Schistosoma japonicum, que retiene la
mayor parte de la reactividad antigénica del alergeno nativo. En un futuro préximo,
la obtencién de mutantes puntuales y formas truncadas de este alergeno recombi-
nante permitird profundizar en el estudio de las relaciones estructura-alergenicidad
en Sina 1.

El alergeno Sin a 1 es resistente a la hidrélisis con pepsina, asi como al tratamiento
con extracto gdstrico humano. Su digestidon con tripsina y/o quimotripsina
inicamente libera el extremo N-terminal de la cadena ligera y el C-terminal de la
pesada, quedando intacto el resto de la molécula. Dicho tratamiento no afecta de
modo significativo a su capacidad de unién a IgE. Estos resultados sugieren que Sin
a | atraviesa el tubo digestivo sin sufrir ninguna modificacién importante en su
estructura.

Los resultados de reactividad cruzada con [as napinas de la colza sugieren que la
region N-terminal de la cadena pesada del alergeno de la mostaza puede estar
implicada en el reconocimiento por IgE de individuos sensibles. Por otra parte, los
anticuerpos desarrollados en conejo frente a Sin a 1 parecen reconocer otra zona
distinta de la molécula, probablemente 1a denominada regién hipervariable,
comprendida entre los residuos 39 a 56 de la cadena pesada.
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6.- Las albiminas 2S de semillas de colza (B. napus) han sido descritas, por vez

primera, como alergenos atOpicos para un individuo hipersensible a la inhalacién
de la harina de dichas semillas.

A partir de la recientemente elucidada estructura tridimensional de la napina de
bajo peso molecular Bulb, se ha llevado a cabo una modelizacion de las regiones
conservadas en Sin a 1. La estructura modelo muestra un alto grado de exposicion
de las regiones propuestas como inmunodominantes en esta proteina, es decir, la
region N-terminal de la cadena pesada y la zona comprendida entre los residuos 39
y 56 de la misma cadena (punto 4).
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