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INTRODUCCION 1

LA RESPUESTA ALERGICA

Larespuesta alérgica ha sido definidacomo una respueta excesivay alterada del
sistema inmune frente a determinados antigenos, por lo general inocuos, llamados
alergenos. Las reacciones dérgicas o de hipersensibilidad, se pueden clasificar siguiendo
distintos criterios
1.- Tipo de respuestainmune celular.

2.- Tiempo quetardan en aparecer lossintomas. Si éstos se producen unos minutos después
de la exposicion a antigeno se denominareaccion inmediata; si comienzan después de
varias horas es una reaccion tardia, y si aparecen una vez han pasado varios dias, £
denomina reaccion retardada.

3.- Patrén clinico delaenfermedad. Segun este criterio, lasreacciones de hipersensibilidad
pueden clasificarse como Tipo I-1V. Las reacciones de Tipo | dependen de la interaccion
entre el antigeno y los anticuerpos IgE unidos a mastocitos. La causa de dicha reaccion es
laliberacion de higaminas y otros mediadores quimicosy |os sintomas asociados ocurren
inmediatamente. Las reacciones de Tipo Il son reacciones citotoxicas entre € antigeno
unido acélulasy losanticuerposcirculantesIgM o IgG. En el Tipo 111 seincluyen aquellas
reacciones inmunes complgjas entre el antigeno circulante y anticuerpos 1gG. El Tipo IV
es una reaccion inmune celular mediada por linfocitos, que reaccionan con células que
contienen €l antigeno, via citoquinas.

SegUn estas clasificaciones, la alergia atdpicaes unareaccion de hipersensibilidad
inmediatade Tipo I.

L os procesos al érgi cos estan experimentando unacrecienteincidenciaclinicaen la
poblacion mundial, habiéndose estimado que af ectan al 20% de | os habitantes delospaises
desarrollados[Hopkin, 1997]. Aunque las bases molecularesy celulares de estos procesos
no se conocen con exactitud, la secuencia de acontecimientos en el desarrollo de la
hi persensibilidad se puede considerar divididaen dosetapas. sensibilizaciony provocacion
(figural).

Etapa de sensibilizacion. Cuando se produce la entrada del antigeno (alergeno),
bien seainhaado, ingerido o inyectado, es presentado d sistemainmune que lo reconoce
como extrafio, 10 que desencadena la produccion de anticuerpos Ige. Las moléculas
alergénicas atraviesan las mucosas y acceden alas estruduras linfaticas transportadas por
unas células denominadas en su conjunto Células Presentadoras de Antigeno (APCs).
Dichas células se han identificado como macréfagos, monocitosy células dendriticas. En
los individuos que sufren procesos aérgicos, estas células se encuentran en grandes
cantidadesen lasmucosas, enlosganglioslinféticosy entodasaquellaszonasen que existe
una ata concentracion de antigenos. Las moléculas del alergeno sufren un doble
reconocimiento. Por un lado las células B en reposo reconocen al antigenointacto gracias
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a los receptores que poseen en su membrana (inmunoglobulinas) resultando activadas
(respuesta independiente de linfocitos T). Por otro, las APCs procesan las moléculas
antigénicas y las presentan en la superficie celular en forma de fragmentos peptidicos
asociados alas moléculas dd sistemade histocompatibilidad detipo Il (MHC-11 o HLA-II

en humanos). Las APCs presentan d alergeno procesado a los linfocitos T en reposo
promoviendo la diferenciacion de éstos a células colaboradoras de tipo 2 (Th2) lascuales
producen, entre otras citoquinas, lainterleuquina 4 (IL-4). Esta interleuquina actia sobre
loslinfocitos B induciendo su activaciény diferenciacion acé ulas plasméticasproductoras
de IgE (respuesta dependiente de linfocitos T). Los receptores de IgE de alta afinidad
(Fc RI) estan presentesen lasuperficiede mastocitosy basofilosy su concentracion esalta
en losindividuos atopicos con elevados niveles de IgE enplasma. Deestaformalos Fc Rl

de mastocitos y basofilos estén ocupados de forma permanente por las IgE y, por tanto,
listos para reaccionar en el proximo contacto con el alergeno.

Sengibilizacionm (1) Provocacidn (2)

iMacréfago,
Células dentriticas, etc) >

1..'

IL—4
Linfocito Th2 Linfocito B Mastocito
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Figura 1: Representacion esqueméti cade la secuenciade acontecimientos en la hipersensgbilidad inmediata.

Etapade provocacion. Unanuevaexposicion al alergeno dalugar aque éste entre
de nuevo en contacto con las células del sistema inmune que poseen en su swperficie IgE
especificasfrenteaese aergeno. Launién del mismo alaslgE provocaenlamembranade
mastocitosy basofilosel entrecruzamiento delosreceptoresFc RI. Estehecho desencadena
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ladesgranulacion de estas células, y la consiguiente liberacion, e incluso sintesis, de gran
variedad de mediadores tales como la histamina, prostaglandinas tromboxanos,
leucotrienos, factor acti vador de plaquetas, serotoni na, citoqui nasy a gunas proteasas. La
accion de estos mediadores sobre diversos tejidos esla responsable dela sintomatol ogia
asociada a la alergia: rinitis, asma bronquid, conjuntivitis, urticaria, eczema, dermatitis
atopicay trastornos gastrointestinales. En su formamas severa puede llegar aocasionar la
muerte del individuo por obstruccion de las vias respiratorias y colapso cardovascular
(shock anafiléactico).

Unos minutos después de entrar en contacto con €l alergeno, y como consecuenda
de la desgranulacién de los mastocitos, se desencadena la respuesta al érgica temprana.
Cuando laexposicion al alergeno hasido grande, la fasetemprana es seguida por unafase
tardia provocada por laacumulacion de eosinéfilos y otras células inflamatorias atraidas
haciala zona de lareaccion alérgica por factores quimiotéacticos [Carlsony col., 1992]. A
este proceso se le considera € principa responsable de |a hiperreactividad inespecifica.
Dichahiperreactividad setraduce en laaparicion de sintomas frente anumerososirritantes
directos como €l frio, los productos contaminantes, €l tabaco, etc. y la persistenciade los
mismos més ala de laexposicién a aergeno.

INDIVIDUOS ATOPICOS

Losindividuos atopicosson aquellos que presentan una predisposicion hereditaria
aproducir niveleselevados de anticuerpos IgE en respuesta a la exposicion de pequefias
cantidades del alergeno, moléculas por otra parte inocuas paa una mayo parte de la
poblacion. Sin embargo, la manifestacion de la alergia parece ser d resultado no solo de
factores genéticos sino también de factores medioambiental es, como sonladietao niveles
altos de los alergenos en el ambiente, asi como la exposicion a sustancias adyuvantes que
potenciarian el proceso de sensibilizacion.

Factores genéticos

Las enfermedades dérgicas presentan un componente familiar que sugiere la
existenciade una base genética[Ballestay col., 1998]. Estudios realizados con hermanos
gemelos han demostrado que la probabilidad de que ambos presenten una enfermedad
alérgicaes mucho mayor en hermanos monoci géticos que en hermanos dicigoticos y que
el patron hereditario esdel 75% [Duffyy col.,1990]. Estudiossobrelaprevalenciadel asma
en familias han apuntado hacia la influencia de pocos genes con un fuerte efecto
(oligogenia) més que hacia la influencia de muchos genes con efecto aditivo (poligenia)
[Jenkinsy col.,1997]. El andlisisdel factor hereditario de los niveles de IgE en suero, que
esel principal marcador del estado atOpico, se ha asociado también agenes de fuerte efecto
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[Blumenthal y col., 1981].

Se ha sugerido que hay a menos dos tipos de mecanismos implicados en la
inmunogenéticadelasenfermedadesal érgicas: el control genético delosnivelestotalesde
IgE y el delarespuestainmune especifica. Cooksony col. [1989] dedujeron que la atopia
eratransmitidadeformadominante, existiendo un Unico locusde susceptibilidad principal,
localizado en €l brazo corto del cromosoma 11 (11q). Sin embargo, la asociacion entre el
cromosoma 1l y la atopia no se ha confirmado en trabajos posteriores [Lympany y col.,
1992]. Ultimamente se ha planteado que varios genes que codifican distintas citoquinas
podrian ser los principales candidatos en €l control de larespuesta de IgE. Quizés el més
relevante en esta regulacion seria el gen de la IL-4, que junto con € de IL-5 e IL-3,
regularianlaproduccién de | gE deformano dependiente del antigeno [Marshy col., 1994].
Dichos genes mapean muy préximos. En cuanto a la genética de la respuesta inmune
especifica, los diferentes estudios se han centrado en el analisis de los puntos claves del
reconocimiento del antigeno a través del receptor de las células T. En este sentido, la
utilizacion de las distintas técni cas de tipificacion en estudios de poblacion de individuos
alérgicoshapermitido establecer asoci acionesentrelos antigenosdeHLA-I1 y larespuesta
IgE especifica a distintos alergenos. Dicharelacion se ha descrito, por g emplo, entre el
alergenoAmbaV y HLA-DR2/Dw2 [Marshy col., 1982],Lol pl yLol pllconHLA-DR3
[Freidhoff y col., 1988] y Ole e 1 con los haplotipos DR7 y DQ2 [Cardabay cd., 1996].
Sin embargo, en otros estudios no se haencontrado ningunarelacion[Liy ool., 1995; Ebner
y col., 1995a]. Debido a la discrepancia en los resultados existentes hasta la fecha, la
relacion entre genes concretos y la paologia atopica no esta claramente establecida.

Otrosestudios epidemi ol 6gi cos han puestoen evidenciaque el fenotipo delamadre
gjerce unainfluencia directa sobre la herencia del asmay la alergia [Moffatt y Cookson,
1998]. Asi, lapresenciade elevados niveles de IgE en sangre 'y prueba cutdnea positivaen
nifios se ha asociado en todos |os casos con madres atopicas.

Otrosfactoresderiesgo

Estudios sobre |a prevalencia de enfermedades alérgicas dependiendo del sexo y
edad han demostrado quehay unapredominanciadentro del sexo masaulino, encontrandose
mas personas af ectadas con edades comprendidas entrelos 15 y 30 afiosy viéndose quelos
sintomas desaparecen con la edad.

El mesde nacimientoy laedad de comienzodeingestade un determinado alimento,
también parece influir en €l desarrollo delaaergia, ya que durante los primeros meses de
vida, cuando € sistemainmune estéainmaduro, existe un mayor riesgo de sensibilizacion
frente a alergenos presentes en la comida o en e ambiente. Incluso algunos estudios
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apuntan a hecho de que los nifios nacidos en la época de polinizacion tienen mayor
probabilidad de sufrir alerga al polen durantesu vida[Hdt y col., 1990].

L as enfermedades atdpi cas también se han asociado con lasinfecciones quesufren
los nifios en la infancia, y con los cambios en la flora bacteriana del sistema digestivo
asociada con unaformade vida“més limpia’ [Bjorksten, 1999]. Se ha argumentado que
el sistema inmune debe ser entrenado igual que nuestro sistema nervioso. Y, puesto que
actualmentese trata farmaool 6gicamentey de formainmediatalasinfecciones bacterianas
y virales, se puede producir una desviacion inmune siendo el resultado laalergiay otras
enfermedades inmunol dgicas.

Laleche materna también juega un papel importante en el desarrollo del sistema
inmune. Hay estudios que evidencian que la alimentacion con leche materna protege del
desarrollo de enfermedades alérgicas [Saarinen y Kajosaari, 1995] ad como otras
infeccionesrespiratoriasy gastrointestinales [ Pabst, 1997]. Ademas con esta alimentacion
se reduce la exposicion alos alergenos que contiene laleche de vaca.

Adyuvantes

En la busgueda a una respuesta a porqué durante las Ultimas décadas se ha
producido un aumento en la incidencia de las enfermedades alérgicas, se han realizado
estudios queresponsabilizan adeterminadosfactores como son lacontaminaci 6n ambiental
y el humo del tabaco, como potenciadores del proceso de sensibilizacion aergénica.

Aungue se ha demostrado gue la contaminacion ambiental puede aumentar la
respuesta al érgica potenciando sus sintomas durante la exposicion a los aergenos [von
Mutis, 1999], no hay tantaevidenciade queinfluyaen el aumento del nimero depersonas
alérgicas. Como gjemplo tenemos los estudios posteriores a la reunificacion realizados
entre la poblacion aemana, en los que se ha comprobado que el nimero de personas
alérgicas era menor en las ciudades del este, donde los niveles de contaminacion eran
mayoresque en las ciudades del oeste [von Mutisy col, 1994; Nowak y col., 1996]. Otros
estudios realizados en distintas poblaciones o areas geogréficas han corroborado estas
observaciones [Braback y col., 1994; Braback y col., 1995]. Estos hallazgos sugerian que
pueden ser |as particul as asociadas con €l aumento del tréfico de coches, caracteristico de
las ciudades del oeste, las causantes del aumento del niUmero de alérgicos. Por gjemplo,
existen ciertos estudios que demuestran que las particul as resultantes de lacombustién de
la gasolina tienen la capacidad de absorber y, por tanto, concentrar en su superficie
mol écul as a ergénicas, actuando como transportadores y aumentando su acumulacion en
el pulmoén [Knox y col., 1997]. El efecto derivado de este proceso es el incremento tanto
de la dosis como, posiblemente, de la antigenicidad de los alergenos. Otros estudios
apuntan a que la exposicion a diesel después de la exposicién a antigeno conlleva un
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aumento en la expresion de las citoquinas de tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13)
[Diaz-Sanchez y col., 1997].

Por otra parte, se ha comprobado que la exposicién pasiva a humo del tabaco
aumenta la probabilidad de sufrir enfermedades respiratorias, tales como bronquitis y
neumonia, asi como unadisminucion delacapacidad pulmonar y un aumento significativo
en lasintomatol ogia dinica de |os nifios asmaticos. Actualmente hay numerosos estudios
que evidencian que la exposicion a humo del tabaco es, ademas, un factor de riesgo para
la aparicion de nuevos casos de individuos con enfermedades alérgicas que no habian
presentado sintomas anteriormente [Cook y col., 1999].

Por tanto, los factores medioambientales pueden jugar un papel importante en el
desarrollo y en la sintomatologia de |as personas predispuestas genéicamente a padecer
enfermedades dérgicas.

ALERGENOS
Caracteristicas moleculares

L os a ergenos son antigenos, lamayoriade ellos de natural eza proteica, capaces de
provocar unareaccion alérgicade Tipo |, mediada por IgE. Sin embargo, todavia no se ha
podido dar respuesta ala pregunta de porqué algunas proteinas son alergenosy otras no.
Todos los aergenos descritos hasta la fecha poseen caracteristicas fisicas y moleculares
distintas, no siendo ninguna de ellas atribuibles de forma exclusiva a su naturdeza
alergénica. Aun asi, se pueden encontrar ciatas propiedades comunes. Son proteinas o
glicoproteinascon un tamafio comprendido entre5y 70 kDa. El limiteinferior |o determina
el minimo grado de complejidad molecular necesario para que sea una molécula
inmunogénicay €l limite superior lacapacidad paraatravesar lamembranadelas mucosas
[Mygindy col., 1996]. Ademas, han de ser proteinas muy solubles, y establesen losfluidos
corporales. Asi, vemos que la capacidad de un material bioldgico para inducir aergia
guardarelacion directa con su grado de accesibilidad al organismo. Por ello, los alergenos
méas comunmente asociados a enfermedades atOpicas son los inhalados (aeroa ergenos) y
los ingeridos (alergenos alimentarios). Otras importantes fuentes biol 6gicas de alergenos
actlan por inyecdon o por contacto, como son el veneno deinsectosy e latex (tabla 1).

El patrén a ergénico de los extractos biol 6gi cos puede ser muy simple conteniendo
un numero pequefio de alergenos como ocurre en [os venenos de avispas, o bien muy
comple o, encontrandose un el evado niimero de alergenos, como por jemplo en el polen
de olivo, que se pueden clasificar como principales o secundarios en funcién de la
frecuenciacon la que son reconocidos por una poblacién de pacientes a érgicos. Asi, un
alergeno es principal cuando es reconocido por més del 50% de lospacientes [Kingy col.,
1964], en otro caso se calificade secundario. En cadafuente al ergéni ca se pueden encontrar
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uno o mas alergenos principal es. Los a ergenos conod dos reciben un nombre sistematico
siguiendolanomenclaturadelal UIS (International Union of Immunology Societies) [King
y col., 1994].

Tabla 1- Principales fuentes biol gicas de alergenos.

Alergenos aer otransportados

Pélenes Gramineas Phleum pratense, Lolium perenne, Poa pratensis,

Dactylisglomerata, Cynodon dactylon

Arbustos Chenopodium album, Parietaria judaica, Salsola
pestifer, Salsola kali, Ambrosia artemisifolia,
Mercurialis annua, Artemisia vulgaris Heliantus

annuus

Arboles Betula verrucosa, Alnus glutinosa, Carpinus betulus,
Corylus avellana, Cupressus arizonica, Juniperus

oxicedrus, Olea europaea

Acaros Dermatophagoides pteronyssinus, Der matophagoides

farinae, Blomia tropicalis, Lepidoglyphus destructor,

Acarussiro
Animales Perro Cannis domesticus
Gato Felix domesticus
Raton Mus musculus
Caballo Equus caballus
Hongos y levaduras Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus,

Cladosporium herbarum, Candida albicans

Insectos Cucaracha Blatella germanica
Mosquito Chironomusthumi thumi

Semillas Harinas Secal e cereale, Hordeum vulgare, Triticum aestivum

Alergenosinyectados

Veneno de insectos V éspidos Apis mellifera, Vespula vulgaris, Polistes annularis

Hormigas  Solenopsisinvicta

Alergenos ocupacionales L atex Hevea brasiliensis
Alergenosingeridos Leche, huevos, pescado, marisco, frutos secos (nueces,
(alimentos) cacahuetesy otros), frutas (manzana, melocoton, kKiwi,

melén y otras), derivados de cereales, semillas,

especias (a0, canela, mostaza y otras).
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Una molécula aergénica contiene un nuimero determinado de epitopos
(determinantes antigénicos), constituidos por un nimero variable de residuos que oscila,
generalmente, entre 8y 15, y que pueden ser continuos o discontinuos, dependiendo de si
estan formando una secuencia continua en la estructura primaria de la proteina o si su
proximidad est& determinada por la estructura tridimensional de la misma. De forma que
cada paciente puede responder a distintos alergenos contenidos en una misma fuente
biolégica [Ansari y col., 1987; Rodriguez y col., 1998], y también reconoce distintos
epitopos (dentro de la misma molécula) diferentes de los que reconozca otro paciente
[Ebner y col., 1993; Rogers y col., 1994]. Esta variacion en la respuesta parece estar
determinada genéticamente. No obstante, |a respuesta de cada individuo parece ser
constante en el tiempo. Aunque la respuesta especifica de IgE puede cambiar
cuantitativamente no se han observado cambioscualitativos [Ipseny cd., 1988].

Reactividad cruzada

Lareactividad cruzadaes un proceso por el cua las|gEsde un paciente producidas
frente a un determinado alergeno pueden ser reactivas frente a otro alergeno con el que el
individuo no haentrado previamente en contacto. Paraque se produzcareactividad cruzada
entre dos 0 més alergenos, es necesario que hayaunasimilitud estructural entreellos, luego
todas aquellas proteinas homdlogas, presentes en distintas fuentes bioldgicas, serian
candidatas para presentar reactividad cruzada. En la reactividad cruzada pueden estar
implicados determinados epitopos que comparten distintos alergenos sin que lasimilitud
estructural en el resto delaproteinaseael evada. Como g emplo, encontramos|osal ergenos
que unen calcio en los que se ha descrito un epitopo en el sitio de unién d Ca*. La
significacion clinicade estarespuestano es siempre lamisma, puede variar desde producir
sintomas clinicos d primer contacto hasta no producir ninguna sintomatol ogia pese a ser
reconocido por las IgE del individuo alérgico.

A las proteinas con un alto nivel de similitud estructurd o funcional, que se
encuentran en diferentes fuentes alergénicas y que son responsables de fendmenos de
reactividad cruzada, se les denomina panalergenos.

Alergenos con actividad bioquimica
Aeroalergenos
Las fuentes biolégicas més comunes de aeroalergenos son pdlenes de arboles,
arbustos y gramineas, écaros, esporas de hongosy epitelios de animales domésticos.
Gracias a los avances en las técnicas bioguimicas y de biologia molecular, en la
actualidad se conoce la secuencia completa de més de 100 aeroaergenos de distintas
fuentes. El estudio de éstos hallevado ademostrar que muchos poseen actividad biol 6gica,
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Ilegandose incluso a sugerir que esta actividad podria contribuir a las propiedades
inmunogénicas de los adergenos. Tal es € caso del aergeno Der p 1, del écaro
Dermatophagoi despteronyssinus, cuyaactividad cistein proteasaparece estar direcamente
relacionada con el aumento de la permeabilidad de las membranas del epitelio,
facilitandose asi la captacion del alergeno [Herbert y col., 1995]. También se ha
comprobado que Der p 1 es capaz de degradar 1os receptores de baja afinidad de IgE
(CD23) y los receptores de IL-2 (CD25) [Hewitt y col., 1995; Schulz y col., 1995]
provocando unafaltade regulacién en larespuestaal érgicay aumentando laproduccion de
IgE [Shakiby col., 1998]. Resulta, por tanto, interesante comprobar que muchos alergenos
tienen actividad proteolitica.

Tabla 2- Resumen de los principal es grupos de aeroalergenos con actividad bioquimica conocida.

Actividad biogquimica Alergenos

Enzimas hidroliticas

Proteasas Serinproteasas Der p 3, Derf 3,Der p 6, Derf 6,Derp 9
Cisteinproteasas Derfl1,Derpl
Aspartatoproteasas Blag2

Glicosidasas Amilasas Derp4,Aspo?2

Polimetilgalacturonidasa  Cry j 2, Phl p 13

Ribonucleasas Hor v 5, Lol p5, Phl p5, Dac g5, Aspf 1

Enzimas no hidroliticas

Aldehido deshidrogenasa Alta?2
Glutation transferasa Derp 8
Peptato liasas Ambal, Amba2,Cryj1l

I nhibidores enzimati cos

Inhibidores de tripsina Orys1, Riccl, BMAI-1, BDAI-1
Inhibidores de -amilasa CM16, WMAI-1

Proteinas de transporte

Citocromo C Lol p 10, Poap 10,Cynd 10
Lipocalinas Blag4, Musm 1, Ratn2

Proteinas reguladoras

Profilinas Olee 2, Bet v 2,
Tropomiosinas Der p 10, Der f 10,Lep d 10
Alergenos ligantes de ca* Olee3,0lee8,Betv 3, Juno2,Cynd7,

Alng4, Phlp7
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L osalergenos se pueden agrupar enfuncion de sus distintas actividades biol 6gicas
bien demostradaexperimental mente o por su homol ogiacon proteinas de funcion conocida
[Stewart y Thompson, 1996]. Estos gruposincluyen enzimas hidroliticasy no-hidroliticas,
inhibidores enzimaticos, proteinasimplicadasen € transportey proteinasreguladoras (tabla
2). En cuaquier caso, existen muchos alergenos principal es cuya actividad bioquimica se
desconoce. Entre ellos se encuentran algunos alergenos del polen de éarboles,
principamente del grupo 1.

Alergenos de alimentos

En primer lugar, y antes de abordar €l anadlisis de |as caracteristicas particulares de
los alergenos implicados en laaergiaaaimentos, esimportante distinguir dos formas de
alergia(clase 1y clase 2) basandose en los sintomas clinicos, las caracteristicas de los
alergenos y los mecanismos inmunol 6gicos que se producen. En laclase 1, en laque €
proceso de sensibilizacion s produce en el tracto intestinal, cabedestacar laresistenciaa
la digestion gastrica de estos aergenos [Astwood y col., 1996]. Afecta principalmente a
nifios y las fuentes méas importantes de alergenos son la leche de vaca, los huevos y las
legumbres. En laclase 2 seincluyen principalmenteadultos que desarrollan alergiacomo
consecuenciade unasensi bilizaci 6n previaaaeroal ergenos. Por tanto, labaseinmunol 6gica
guesubyace aestetipo dealergiaaimentariaesel fendmeno delareactividad cruzada, que
puede manifestarse clinicamente o reaultar irrelevante [Bircher y col., 1994; Ebner y col.,
1995b]. Laalergiaaaimentos haadquirido unamayor relevanciadurante la Ultimadécada
debido al incremento en el nUmero de afectados por alergias a agroal ergenos.

Como consecuencia de que hayan aumentado el nimero de personas af ectadas por
alergiasaimentarias, durante |os Ultimos afios se haaumentado, también, €l estudio delos
alergenosde alimentos vegetal es, 10 que hallevado alaconclusion de que muchos de ellos
son proteinas relacionadas con los mecanismos de defensa de las plantas, [Breiteneder y
Ebner, 2000; Hoffman-Sommergruber, 2000] |lamadas PR- proteins (Pathogenesis-Rel ated
Proteins), cuya expresion se induce como respuesta a la invasion de patdgenos, a
determinadas situaciones de estrés u otros dafios. Estas proteinas se han clasificado en 14
familias. Algunas de estas proteinas se expresan de forma constitutiva en algunos 6rganos
o durante el desarrollo delas plantas, no siendo estrictamente proteinas de defensa, aéstas
selesdenomina proteinas similares alas de defensafrente apatogenos “ PR-like proteins’.
Como g emplo, de al ergenos homol ogos a proteinas de defensa encontramos las quitinasas
(PR-3; PR-4), proteinas similaresataumatinas (thaumatin-like proteins) (PR-5) olasL TPs
(Lipid Transfer Proteins) (PR-14) que son proteinas implicadas en el transporte de lipidos
de los liposomas alamitocondria (tabla3). Lasenzimas  -1,3-glucanasa (familia PR-2)
[Aleniusy cal., 1995] junto con las quitinasas[Blancoy col., 1999] han sido relacionadas,
recientemente, como posibles responsabl es de la reactividad cruzada existente entre latex
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y frutas como el plétano, d kiwi, el aguacatey la castafia[Brehler y col., 1997; Y agami y
col., 1999].

Tabla 3- Alergenos de alimentos homologos a proteinas de defensa.

Clasificacion Alergeno/Fuente alergénica Referencia
-1,3-glucanasa (tipo PR-2) Frutas/vegetal es Y agami y col., 1998

Quitinasas (tipo PR-3; PR-4) Pers a 1/ aguacate Sowkay col., 1998a
Proteinas tipo taumatinas Pru av 2/ cereza Inschlag y col., 1998
(tipo PR-5) Mal d 2 / manzana Hsiehy col., 1995

P23 / pimiento Jensen- Jarolim y col ., 1998
Proteinas de resistencia a Mal d 1/ manzana Vanek-Krebitz y col., 1995
enfermedades de la planta Pruav 1/ cereza Scheurer y col., 1997
(tipo PR-10) Pru ar 1/ albaricoque Puhringer, AF020784*

Pyr c 1/ pera Karamloo, AF057030*

Api g1/ apio Breiteneder y col., 1995

Dau ¢ 1/ zanahoria Hoffmann y col., 1999

pcPR / perejil; pSTH / patata Hoffman y col., 1997
LTPs (tipo PR-14) Pru p 3/ melocotén Pastorello y col., 1999a

Mal d 3/ manzana Pastorello y col., 1999b

* EMBL/GenBank accesion number

Apartedelosalergenos con homologiaaproteinas dedefensa, seconocelafuncién
biol 6gica de otros alergenos de alimentos. Muchos de ellos tienen la misma funcién ya
descritaparaa gunos aeroal ergenos. Entre ellos cabe destacar | os al ergenos pertenecientes
alafamiliadeinhibidores de proteasasy -amilasas como, por gjemplo, Sec ¢ 1 [Garcia-
Casado y col., 1996], Hor v 1 [Menay col., 1992], CM 16 [Barber y col., 1989] y RAP
[lzumi y col., 1992], alergenos de centeno, cebada, trigo y arroz, respectivamente. Las
profilinas, reconocidas como panalergenos en plantas [Valentay col., 1992], también se
encuentran en frutas como la manzana, pera, zanahoria, apio, patata, tomate, calabazay
cacahuete[van-Reey cal., 1992; Peterseny col., 1996; Fritschy col., 1997; Kleber-Janke
y col., 1999]. L as proteinas de almacenamiento en semillas como son laalbumina2Sy las
globulinas son alergénicas en lamostaza, Sin a1 [Menéndez-Ariasy col., 1988] y Braj 1
[Monsalvey col., 1993] y en e cacahuete, Arah 1[Burksy col., 1991]. Por tltimo, también
hay descritos alergenos con actividad proteolitica en frutas como € kiwi, Act ¢ 1
[Pastorello y col., 1998]. Durante los ultimos afios se han descrito muchos alergenos
procedentes de distintas fuentes con la misma actividad bioquimica y causantes de
reactividad cruzada entre |as migmas.
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Proteinas de defensa (PR 2): -1,3-glucanasa

Las enzimas endo- -1,3-glucanasas (PR-2) pertenecen a la familia 17 de la
superfamiliade las enzimas hidroliticas glicosil-hidrolasas. Puesto que con lainfeccion de
plantas se induce la expresion de los genesde  -1,3-glucanasas, y ya que éstas tienen la
capacidad parahidrolizar glucopolimeros -(1-3) presentes en lapared celular de hongos,
Se propuso que estas enzimas, junto con otras enzimas hidrol iticas como son las quitinasas,
forman parte de los mecanismos de defensa de las plantas frente a patdégenos. Con
posterioridad se han descubierto genes de -1,3-glucanasas que se expresan durante
procesos del desarrollo de plantas sanas [Gruner y Pfitzner, 1994; Regalado y Ricardo,
1996], como la germinacién [Casacubertay col., 1992], la senescencia[Hanfrey y col.,
1996], lafloracion[Lotany col., 1989; Ori y col., 1990; Cotey col., 1991; van Eldik y col.,
1996], la maduracion de la fruta [Hinton y col., 1980; Peumans y col., 2000] y el
crecimiento del tubo polinico [Roggen y cal., 1969; Ori y col., 1990]. Por tanto, estas
enzimas podrian tener funciones especificas durante los procesos normales de desarrollo
de las plantas. Mas recientemente se les ha atribuido, también, actividad alergénica.

Las -1,3-glucanasas son proteinas abundantes y ampliamente distribuidas en
plantas que se caracterizan por presentar isoformasy varian en su punto isoeléctrico, en su
tamafio, en su localizacion celular y tisular y en su patron de regulacion. Asi, se han
dividido en cuatro grandes grupos basandose en éstas diferencias[Ward y col., 1991; van
Eldik y cal., 1996] (tabla5). Lasproteinas delaClase | tienen un punto isoel édrico bésico
y se localizan en las vacuolas de las células vegetales. Su RNA se acumula en hojas
maduras y en raices como respuesta a ataque de padgenos [Linthorst y col., 1990]. La
Clasell son proteinas de punto isoel éctrico &cidoque son secretadas al espad o extracelular.
Estas enzi mas, al igual quel asdelaclasel, no se encuentran en hojas sanasy se acumulan
COMO respuesta a procesos patogéni cos, su actividad enziméticaesinferior alasdelaclase
| y parece que su funcion es liberar otras sugancias intermedarias que contribuyan en la
actividad antifungica, més que atacar directamente a los hongos que infectan la planta
[Wardycol.,1991].Las -1,3-glucanasasquepertenecenalaClaselll son proteinasacidas
y estan diferenciadasde laclasell debido aausenciade homol ogiade secuenciaentreel las,
aungue también seinducen durante procesosinfecciosos[Payney col., 1990]. Finalmente,
se han descrito dos -1,3-glucanasas écidas, sp4lay sp4lb, que se acumulan en el estilo
del tabaco pero gue no se inducen por patdgenos [van Eldik y cd., 1996]. Aunque estas
proteinastienen unaidentidad del 80%conlas -1,3-glucanasasdeclasell, seleshapuesto
en otraclase (Clase IV) por no presentar un patron de expresion relacionado con procesos
patogéni cos.
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Tabla 5: Clasificacion de las enzimas  -1,3-glucanasas

Clase M asa molecular pl L ocalizacion celular Induccion por
(kDa) patégenos
| 33-34 bésico vacuolar Si
1 35-41 4cido secretadas Si
11 35 acido secretadas Si
I\ 35 acido secretadas No
POLINOSIS

Lapolinosiso alergaa pdlenes, tieneunagran relevanciaclinicapor tratarse, junto
conlosécarosdel polvo, delaalergiamasfrecuente. Los 6rganos que se ven afectadosson
laconjuntivay las viasrespiratorias superiores por lo que lamanifestacion clinicaclésica
la constituyen los ataques de rinitis y conjuntivitis alérgica (fiebre del heno), siendo
también frecuentelaaparicion de asma. Laincidenciadelapolinosis estamuy influida por
losfactoresambiental es (principal mentelosque caracterizanlazonafitogeogréficatomada
en consideracion) y por las caracteristicas dd polen.

El polen

El grano de polen es la célula sexud masculina necesaria paralareproduccion de
las plantas con semilles (espermatofites). El polen se forma en los sacos polinicos
(microesporangio) de las anteras por division meidtica de una célula madre de la
microspora. El grano de polen eslamicrosporamaduradonde tienen lugar 10s procesos de
maduraci én que comienzan con unadivision mitéticaque originadoscél ulas denominadas
vegetativay generativa. El nlcleo de esta Ultima se divide seguidamente paradar lugar a
dos nucleos generativos. El nlcleo vegetativo es responsable del crecimiento del tubo
polinico hacia la célula huevo 0 megaspora, mientras que el nicleo gengativo esta
implicado en lafertilizacidon y formacion de la semilla.

El grano de polen maduro se encuentrarodeado por dos paredes. Lainternaointina
esta compuesta por celulosa y pectina, el ementos que conforman d tubo polinico en el
proceso de fertilizacion. La capa externa o exina estéa compuesta por esporopolenina, un
politerpeno muy resistente a la degradacion quimica. Los granos de polen de distintas
especies se pueden distinguir por sus caracteristicas morfol 6gicas como son la polaridad,
la forma, el tamafio, la distribucién y forma de los orificios en la pared externay la
estructuray relieve de la pared [Moore y col., 1991]. También se pueden distinguir dos
tipos de pdlenes, en funcion del proceso de polinizacion en el cua estén implicados.
Entomdfilos, son aguell os pélenes transportados por insectos por |0 que raramente causan
polinosis, los granos de polen son grandes (hasta 100 m), esculpidos en su superficie y
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recubiertos por una sustancia denominada polenquita [Hesse, 1991] de caracter pegaj0so
guefacilitalaadhesion delosgranos de polen alas patasde | osinsectos quel o transportan.
Anemdfilos, son los transportados por el viento por o que poseen caracteristicas que
facilitan dichotransporte: son granospequefios15-50 m, ligerosyen general desuperficie
més lisa [Emberlin, 1997]. Estas propiedades facilitan, a su vez, el acceso a las vias
respiratorias y la penetracion en las mucosas de los pacientes provocando la reaccion
alérgica. Ademés estos polenes se liberan en enormes concentracionesalaatmaésfera para
asegura una polinizacién eficaz.

Polinosis en el area mediterrénea

Las caracteristicas geograficas y climéticas del area mediterranea promueven el
crecimiento de una vegetacion tipica con la presencia de varias especies alergénicas, tales
como Parietariajudaica (Urticaceae), Olea europaea (Oleaceae), varios miembrosde la
familiaCupressaceae, junto con Artemisiay varias especies pertenecientes alafamiliade
las gramineas [D Amato y Liccardi, 1994].

El andlisis del contenido en polen de muestras aerobiol 6gicas recogidasen varias
ciudades mediterraneas permiteidentificar tres estaciones polinicas:

1.- Invierno (diciembreafinal esde marzo), marcadapor lapresenciade pélenesde arboles
como el ciprés (Cupressus sempervirens), el enebro (Juniperus communis), la mimosa
(Aacacia spp.), €l abedul (Betula verrucosa) y € avellano (Corylus avellana).

2.- Primaveray verano (abril-julio) son |las estaciones més importantes desde el punto de
vista alergol 6g co, dominadas por la polinizacion degramineas, parietariay oleaceas.

3.- Verano y otofio (agosto-octubre): parietaria, algunas gramineas y otras plantas
herbéceas.

Aungue las gramineas son la principal causade polinosis en € &rea mediterranea,
otros polenes como parietaria, oleaceas y, en menor medida, |as cupresaceas, juegan un
papel importante en esta zona. En cambio en Europa central y en las zonas atlanticas las
alergias mas frecuentes se dan frente ala familia betul acea, que incluye géneros como el
abedul, el avellanoy €l aliso [Corsico, 1993].

ALERGIA AL POLEN DE OLIVO

El olivo (Olea europaea) es un arbol longevo que hasido cultivado por el hombre
durante més de 5000 afios parala explotacionde su fruto, acatey madera. Probablemente
tiene sus origenes en Asia Menor, desde donde se extendié por toda el area mediterranea.
Duranteel siglo XV fueintroducido en el continenteamericanoymasrecientemente(siglo
XVIIl y siguientes), en otras areas con climatol ogia parecida alamediterranea, como son
Australiay el Surde Africa[Manousisy Moore, 1988].
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Existen diversas especies de olivo. En Espafia se han encontrado mas de 165
variedades, incluyendo la forma silvestre denominada Olea oleaster [Barranco y Rallo,
1984]. Queda por elucidar si la expresion de aergenos en cada una de estas especies del
olivo es cualitativa o cuantitativamente diferente, aunque hay algunos datos que parecen
indicar que existendiferendas significativas [Waysal y cd., 1996].

El polen de olivo es pequefio (entre 17-21  m de diametro), esferoidal, isopolar y
tricolporado. El contorno ecuatorial es subtriangular y el meridional es circular o
ligeramenteel iptico. Poseeunaexinagruesay reticulada, tipicadelafamiliadelasol eaceas
(figura 2).

La polinizacion del olivo es entomdfila, pero también es anemdfila cuando la
produccion de polen es abundante [D Amato y col., 1988]. El periodo de polinizacion,
aunque puede darse desde finales de enero hasta junio, dependiendo de lalatitud y de las
condicionesclimaticaslocales, sueletener lugar entre mediadosde abril y finalesdejunio.
En cualquier caso, el periodo de polinizacién no es muy largo, siendo su duracién
aproximada de unos40 dias.

La cantidad de polen producido cadaafio depende de varios factores climéticos,
siendo también importante la “ alternancia de produccion”. Este fendmeno agronémico,
caracteristico del olivo y de otras especies arbéreas, depende esencialmente de la
competenciaentrelamaduracion del frutoyel desarrollodelayemalMacchiaycol.,1987].
La concentraci 6n atmosférica de polen més frecuente en el areamediterranea varia entre
100-200 granos/m?, aungue se han recogido hasta 4500 granos/m?® en aquellas zonas donde
hay grandes extensiones cultivadas de éste &rbol, como Jaén en Espafiao Apuliaen Italia
[Macchiay col., 1991].

Figura 2: Micrografia electronica de un grano de polen de olivo. M étodo: el material fresco fue metdizado
con oropal adio y fotografiado en un microscopio de barrido.
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La polinosis del olivo se caracteriza por una sintomatologia severa nasal y/o
bronquial, variando enormemente entre las personas aérgicas en funcion del area
geogréficay el grado de cultivo de este arbol [Bousquet y col., 1984; Giulekas y col.,
1991]. Normalmente los pacientes al érgicos a olivo también o son a otros pélenes, no
siendo frecuente la monosensibilizacion [Liccardi y col., 1996a] aungue se han descrito
pacientes monosensibles a olivo en Népoles, caracterizandose porque sus sintomas estan
presentes durante todo el afio sin un incremento aparente durante la época de polinizacién
[Liccardiy col., 1996b]. Este hecho también se ha decrito en pacientes espariol es [ Blanco
y col., 1992; Carreiray Polo, 1995].

Las principales &reas de incidencia de la polinosis a olivo son el sur de Francia,
Esparia, Italia, algunas regionesde Portugal, Gredae Israel [Wheder, 1992]. Tambiénse
hadescrito como causaimportantedeal ergiasen algunaszonasde Ameéricadel Norte como
Californiay Arizona[Vinay y Lewis, 1986] y en Australia[Baldo y col., 1992].

En Espafia, € olivo se distribuye preferentemente por la mitad sur, Sendo muy
abundante en toda Andal ucia, aungue provincias como Madrid, Toledo, Teruel, Caceresy
Badaj oz también poseen extensos olivares. El polen de olivo es, en términos generales, la
segundacausade polinosis en Espafia detras de las gramineas, |legando aser laprimeraen
determinadas zonas de Andalucia como Cordoba o Jaén.

ALERGENOSDEL POLEN DE OLIVO

El patron de componentes alergénicos (alergograma) en e polen de olivo es muy
comple o, yaque contiene un elevado nimero de proteinas que son reconocidas por |gE de
pacientes al érgicos aege polen. Los primeros estudiosrealizados con €l fin de caracterizar
losalergenosdel polen de olivo desariben el reconaci miento de bandas protel cas con pesos
moleculares de 65, 42, 32, 19y 17 kDa[Velay col., 1982; Blancay cd., 1983; Lahoz y
col., 1985; Lauzuricay col., 19884]. A las bandas de 17 y 19 kDa, |as reconocidas por un
mayor nimero de sueros de padentes alérgicos, 65% y 88% respectivamente [Wheeler y
col., 199(], las denaminaron antigeno Olea 1 [Lauzuricay col., 1988b].

Recientemente se ha demostrado que €l patron de reconocimiento de bandas en el
extracto del polen de olivo depende del area geogréficadondeviven los pacientes. Asi los
pacientes de Jaén o Cérdoba muestran un al ergograma mas compl €j o que | os pacientes de
Madrid, donde los niveles de polen de olivo en la época de polinizacion son mucho
menores que en Andducia [Rodriguez y col., 1998].

Hastalafecha se han identificado, purificado y caracterizado ocho alergenos en el
polen de olivo que se han denominado desde Ole e 1 hasta Ole e 8 (tabla 4), segun la
nomenclatura de lalUIS (International Union of Immunology Societies).
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Tabla 4- Alergenos del polen de olivo

Nombre M asa molecular NH »-terminal Homologia Prevalencia®
(kDa) (%)
Oleel 185 EDVPQPPVSQ  Syrv 1, Ligv 1, LAT52, 55-80

Lol p 11, Zmcl13, SP1, A.

thaliana, B. verrucosa

Olee?2 16 MSWQAYVDD Profilinas 24*
(profilina)
Olee3 9.2 ADDPQEVAEH Polcalcinas 20-25

(bloqueado)

Olee4 32 Bloqueado @ ----- 80**
Oleeb5 16 VKAVTVLNSSE Superoxido dismutasa 35**
Olee6 5/10.2® DEAQFKDCYD - 10-50
Olee7 10.3 APSQGTVTAK LTPs 47
Olee8 18.8 AANTDRNSKP Juno2, TCH2 4-5

(a) valor dependiente de la poblacion de sueros utilizada
(b) Masa molecular calculada apartir del dorn/masa molecular aparente estimada por PAGE/SDS
* Determinado mediante inmunoticion

** Determinado con una poblaciéon de 20 personas al égicas

Ole e 1 esta considerado como €l alergeno principal del polen de olivo. Se ha
purificado a partir del extracto del polen de olivo [Lombardero y col., 1992] y se ha
determinado su secuencia de aminoacidos mediante la degradacién de Edman de los
péptidosresultantesdedigestionesproteoliticas[Villabay col., 1993]. Laprateinaconsiste
en unacadenade 145 aminoé&cidos con unamasamolecular de 16331 Da (determinado por
espectrometriade masas). Contiene un grupo glicosidico unido covalentemente ala Asn-
111 [DeCesarey ool., 1993; Bataneroy col., 19944]. Debido aeste carécter glicoproteico,
presentaen PAGE-SDS un patrén complejo formado por dos bandas mayoritarias de 18.5
y 20 kDa, esta tltimaglicosilada, y dos componentes minoritarios de 22 y 40 kDa que
corresponden a una mol écula con un mayor contenido en azlicaesy alaformadimérica,
respectivamente. Ole e 1 contiene 6 cisteinas cuya disposicion formando tres puentes
disulfuro se ha resuelto recientemente [Gonzalez y col., 2000].

El oligosacarido de Ole e 1 se ha aidlado y purificado, 1o que ha puesto de
manifiesto la existencia de digintas glicoformas “complejas’ y “ricas en manosas’. Asi
mismo, se ha demostrado que presenta actividad antigénicay alergénica, siendo capaz de
provocar |a liberacion de histamina en los pacientes alérgicos [Batanero y col., 1994a;
Batanero y col., 1999]. Por otro lado, se ha demostrado que dicho oligosacérido es
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responsable de la reactividad cruzada de Ole e 1 con proteinas de fuentes biol 6gicas no
relacionadas con €l olivo [Batanero y col., 1996a]. Recientemente se ha resudto la
estructurade los componentes mayoritari os de esteazlicar mediantetécnicasde RMN [van
Reey ool., 2000].

A partir del RNA total aislado del polen deolivo, seamplificé el cDNA codificante
de Ole e 1, se clon6 y secuencio [Villalba y col., 1994; Lombardero y col., 1994,
obteniéndose mas de diez isoformas diferentes. Uno de los clones que codificaparaOlee
1 fue expresado en E. coli, obteniéndose como proteina de fusion unida a la enzima
glutation S-transferasa, pero el rendimiento y la solubilidad del dergeno recombinante
fueron bajos.

Ole e 2, profilina del olivo. Estas proteinas son una familia de proteinas
ampliamente distribuidas en plantas, que han sido reconocidas como a ergenosno solo en
polenes sino también en frutas y vegetales. Su ubicuidad, unido a su secuenciaaltamente
conservada hace que hayan sido consideradas panalergenos causantes de reactividad
cruzada[Valentay col., 1992].

Laprofilinadel olivo hasido purificada a partir del extracto de polen [Ledesmay
col., 1998a] y ha sido clonaday secuenciada [Asturiasy col., 1997]. Sus caracteristicas
mol eculares einmunol égicas no difieren delasdescritas paraotras profilinas. Presentauna
prevalenciaen inmunotransferencia del 24%, pero cerca dd 50% de los sueros pierden
reactividad debidoal SDS, luego laprevalenciareal debe ser notablemente superior al 50%
delos pacientes alérgicos al polen de olivo. Se ha detectado reactividad cruzada de Olee
2 con agunas gramineas, betulé&ceas y otros miembros de la familia de las oleaceas
[Ledesmay col., 19984].

Olee 3y Olee 8, son aergenosdel polen deolivo pertenecientes aunafamiliade
proteinasligantes de C&* con motivos estructurales EF-hand, consistentes en 12 residuos
consecutivos y altamente conservados que forman un lazo capaz de unir iones calcio. Ole
e 3 contiene dos motivos miertras que Ole e 8 posee cuatro. Esta familia de alergenos,
especificos de poleny ligantesde calcio detipo EF-hand, hasidodenominadapolcdcinas.

Olee3 esunaproteinapequenia(9.2kDa) y adda(pl 4.2-4.3) quehasido purificada
a partir del polen donde se expresa de manera exclusiva [Batanero y col., 1996b]. No
contieneaminoacidosaromaticos (Trp o Tyr), lo que haimpedido larealizacién dealgunos
estudios espectroscopicos. Tampoco contienecisteinasen sumol écula, lo que hafacilitado
en gran manera la obtencion dd alergeno recombinante en E. coli perfectamente plegado
y con un alto rendimiento [Ledesmay col., 1998b]. Ole e 3 consiste en unacadenasimpe
de 84 aminoécidos, que exhibe una el evadahomol ogia con otras proteinasligantes de C&t*
depdlenesdedistintasespeci es, encontrandose reactividad cruzadaentrelasmismas. Tanto
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paraOle e 3 como paraotras polcalcinas, launion de IgEs varia ligeramente dependiendo
de la presencia o no deiones calcio unidos ala molécula.

Olee8esd primer miembro descrito en plantas de unanuevafamilia de proteinas
ligantes de Ca?* con cuatro sitios de unién EF-hand. El alergeno, que consiste en unasola
cadenade 171 aminoacidos, hasido clonado, secuenciadoy expresado enE. coli [Ledesma
y col., 2000]. Setrata, a igual que Ole e 3, de una proteina que se produce especificamente
en polen y no se expresa en otros tejidos.

Olee 4y Olee5 son dos aergenos del polen de olivo que han sido purificadosy
parcialmentecaracterizados [Boluday col., 1998]. Ole e4 tiene unamasamolecular de 32
kDa, esta constituido por una solacadena polipeptidicay presentaal menostresisoformas
depl entre4.6y 5.1. Olee5 esun alergeno de 16 kDa, del cual se conocen 29 residuos de
su secuenciaNH,-terminal, donde muestra unaidentidad de secuenciadel 65.5-79.3% con
superoéxido dismutasas de origen vegetal . Esun aergeno secundario ya que es reconocido
por el 30% de |os sueos de pacientesal érgicos.

Ole e 6 es una proteina rica en cisteinas que se ha aislado del polen y se ha
determinado su secuencia aminoacidica mediante clonacion del cDNA que la codifica
[Bataneroy col., 1997]. Setratade unasolacadenapolipetidicade 5.8 kDacon un pl &cido.
Presenta una secuencia de 50 aminoacidos con dos motivos Cys-X,-Cys-X,-Cys, no
encontrandosehomol ogiacon ningunaproteinapresente en lasbases de datosde secuencia.
La prevalenciade Ole e 6 depende mucho del &rea geografica variando desde € 10 hasta
el 55% entre pacientes que sufren polinosis a olivo.

Olee7esunaL TP del polen deolivo con unamasamolecular aparente de 10 kDa,
gue ha sido recientemente purificada y carecterizada [Tejera 'y col., 199]. Mediante
secuenciacion del extremo NH,-terminal por degradacion de Edman se han determinado
los primeros 20 amino&idos, encontrdndose una notable heterogeneidad en la misma,
hecho que sehaconfirmado mediante el analisispor espectrometriademasas, €l cual indica
queOlee 7 estacompuesto por variasisof ormas con pesos mol ecularesentre 9875y 10091
Da. Ole e 7 presenta una frecuencia de reconocimiento del 47% por sueros de pacientes
alérgicosaolivo, aunque este valor se ve incrementado en aquell as poblaciones que estén
expuestas a atos niveles de polen de olivo. La secuencia primariaparcial que sedispone
deestea ergeno hapermitido encontrar homologiacon proteinasdetransferenciadelipidos
(LTP) de plantas.

Reacciones cruzadas en la familia Oleaceae
La familia de las oleaceas incluye a menos 400 especies. Aunque de todos los
polenes producidos por estafamiliaes el del olivo el mas alergénico, hay otras especies
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tales como fresno (Fraxinus excelsior), aligustre (Ligustrum vulgare), lila (Syringa
vulgaris) y forsitia (Forsythia suspensa) que contienen moléculas alergénicas.

Y aen los ochenta, hay estudios que apuntan hacia procesos dereactividad cruzada
entre pélenes de la familia de las oledceas [Bousquet y col., 1985] que han sido
confirmados posteriormente [Baldo y col., 1992; Kenerman y col., 1992; Liccardi y col.,
1995]. Desde entonces, se ha demostrado que hay, al menos, tres alergenos del polen de
olivo: Olee 1, Olee 3y laprofilina, implicados en estas reacciones cruzadas.

Baldo y col., [1992] detectaron los alergenos homélogos a Ole e 1 en fresno,
aligustrey lila. Estos resultados fueron confirmados por los estudios de Martin-Orozco y
col., [1994]. Posteriormente, se han aidado y caracterizado las proteinas aergénicas
homologasaOleeldelilay aligustre: Syrv 1yLigv 1, respectivamente [Bataneroy col.,
1994b; Bataneroy col., 1996c]. Se hadeterminado lasecuenciadevariosclonesdel cDNA
gue codifica para estas proteinas y se han expresado en E. coli y en Pichia pastoris Sin
embargo, Ole e 1 no presenta reactividad cruzada con sus proteinas homol ogas de polenes
de especies no relacionadas tales como maiz, centeno, tomate, arroz y A. thaliana (datos
no publicados).

Laimplicacion delaprofilinadel olivoen lareactividad cruzadacon fresno, hierba
del norte (Cynodon dactylon), abedul y maiz, se ha demostrado en los ensayos realizados
por Ledesmay col., [19984]. Por otro lado, lasimilitud estructural einmunol 6gicagqueOle
e 3 presentacon otrosmiembrosdelamismafamilia(pol cal cinas) sehaanalizado med ante
ensayos de inhibicion en ELISA e inmunotransferencia usando un antisuero policlonal
especificode Olee 3y estudiando los nivel esde expresiondel mRNA aislado de diferentes
pélenes, mediante Northern blot. Las especies utilizadas fueron: lila, fremno abedul,
artemisa, centeno, maiz, hierba del norte, ciprésy pino [Ledesmay col., 1998b].

Otros estudios han apuntado ala existenciade reactividad cruzada entre pélenes de
Oleaceasy de otras especies no rel ad onadas fil ogenéticamentecon ellas. Asi Baldoy cal.,
[1992] encontraron dicha reactividad entre olivo, aligustre, ballico (Lolium perenne) y
hierba del norte Finalmente, Schmid y col., [1993] y Wahl y col., [1993] han descrito
reacciones cruzadas entre fresno y abedul, aungque no se han identificado los alergenos
responsabl es de tal es reactividades.

ALERGENOSRECOMBINANTES. VENTAJASY APLICACIONES

En los Ultimos afios, la aplicacion de las técnicas de Biologia Molecula a la
caracterizacion de los a ergenos, ha mejorado notablemente el conocimiento de éstos. Ha
permitido la determinacionde |a secuencia primariacompl eta de muchos de los alergenos
principalesy secundarios dedistintas fuentes, facilitando, por un lado, €l conocimiento de
su estructura quimicay esclareciendo muchasincognitas planteadas como laexistenciade
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proteinas homologas e incluso de epitopos comunes en fuentes proximas o alejadas
filogenéticamente, y por otro lado, permitiendo la obtencidn de los correspondientes
alergenos recombinantes, con caracteristicas moleculares e inmunol dgicas idénticas alos
del aergeno natural y que, por tanto, serian aplicables tanto en la dagnosis como enla
terapia de | as reacciones a érgicas.

Deter minacion de epitoposBy T

L as técnicas para la identificacion de epitopos By T en dergenos se basan en €l
conocimiento de su estructura primariay de su conformacion. Una vez determinada la
secuenciade aminoécidos es posibl e disefiar una serie de péptidosque contengan regiones
potencialmente antigénicas o alergéncias y que cubran la secuencia de aminoécidos de la
maneramés completaposible. Laestraegiade laobtencidn de estos péptidos puede hacer
uso de la tecnologia del DNA recombinante y ser producidos mediante el clongje y la
expresion de los fragmentos de DNA que codfican esas seauencias, o bien mediante la
sintesis quimica de péptidos sol apantes que abarquen toda la secuencia de aminoacidos

Para la identificacion de epitopos T, se evalla la capacidad de determinados
péptidos derivados del alergeno parainducir respuestas proliferativas de linfocitos T. Los
receptores de linfocitos T (TcR) solo reconocen el alergeno unavez ha sido procesado y
presentado por las APCs (mediante los HLA), por tanto, los epitopos T se encuentran
continuos en laestructuraprimaria. Con lapreparacion de péptidossolapantesy € estudio
de la capacidad de los mismos para estimular la proliferacion de células T de pacientes
alérgicos, sehapodido realizar el mapeo de epitopos T en muchos alergenos|[Ebner y cal.,
1993; Higginsy col., 1994; Bungy Yy col., 1994; Cérdabay col., 1998; Schramm y col.,
1999]. Sehapodido demostrar queel reconocimiento deepitopos T dentro deunamolécula
alergénicaes completamente equival ente entre personas atopicas y aquellas que no lo son
[Ebner y col., 1995a; van-Neerven y col., 1994].

L os epitopos B se identifican valorando su unién a lgE. Estos anticuerpos se unen
alas zonas de la superficie del alergeno que quedan accesiblesa las células B durante el
proceso de sensibilizacion. Las | gEsreconocen principal mente epitopos conformacionales
formados, bien por aminoacidos dispuestos de forma continua en la secuencia (epitopos
continuos), o bien por zonas d ejadas de la molécula que, tras el plegamiento, quedan en
unadisposicion espacia proximaen laestructuratridimensional (epitoposdiscotinuos). Por
tanto, la determinacién de la estructuratridimensional puede ser de gran ayuda para €l
disefio de posi bl esregionesinmunol 6gicamenterel evantes durantel areali zaci n del mapeo
epitopico de los alergenos, como ya han demostrado los estudios realizados con los
alergenos Bet v 1 [Gajhede y col., 1996] y la profilinadd abeul [Fedorov y col., 19974].
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Losepitopos B y T son independientes unos de otrosy pueden coincidir onoenla
cadena polipeptidica[Mazur y col., 1990; Fehler y col., 1991].

Deter minacion dela estructuratridimensional

Gracias alaobtencion delos alergenos como formas recombinantes producidas en
grandes cantidades y con propiedades estructurales equivalentes a las de los alergenos
naturales, ha sido posible ladeterminacion de la estructura tridimensional de algunos de
ellos. Para aplicar |a tecnologia necesaria (resonancia magnéico nuclear o difraccion de
rayos X) se requiere una alta cantidad de una forma molecular homogénea (varios mg) y
€s0 no es posible, en numerosas ocasiones, para los alergenos obtenidos de su fuente
natural, que tan sol o se pueden obtener en cantidadeslimitadasy en formapolimoérfica. Por
tanto, y aunque la estructuratridimensional del alergeno principal de Ambrosia(Ambt 5)
ha sido determinada por resonancia magnética nuclear (RMN) usando €l alergeno natural
purificado [Metzler y col., 1992], es actualmente cuando la disponibilidad de bastantes
alergenosrecombinantes, hallevado aladeterminacion delaestructuraterciariadea gunos
delosmésrelevantestalescomo Bet v 1 [Gajhedey col., 1996], Phl p 5 [Bufeycol., 1996],
Phl p 2 [Fedorov y col., 19970].

Diagnosisin vivo ein vitro

Hasta la fecha, e diagndstico de las distintas sensibilizaciones que sufren los
pacientes alérgicos se ha realizado con los extractos crudos, preparados a partir de las
fuentesal ergénicas, y en muy pocos casos estandarizadosy de composi cion conocida. Estos
extractos son Utiles para determinar |os pacientes sensibilizados a esa fuente bioldgica, y
paramedir lacantidad de IgE total del paciente frente al conjunto de alergenos presentes
enella. Pero el uso de estos extractostiene algunosinconvenientes. Por un lado, lasfuentes
alergénicasy, en especial |os polenes, contienen ademés delos alergenosy otras proteinas,
hidratos de carbono, lipidos, &cidos nucleicos y pigmentos que en principio no on
responsables de la sensibilizacion del paciente, pero que dificultan en gran manera la
preparaciondelosextractosy su eficaciaen e diagndstico. Ademas, algunosalergenosque
estan presentes en cantidades muy peguefias, no quedan bien representados o incluso
pueden sufrir degradacion durante el proceso de preparad én del extracto, por lo queresulta
dificil su estandarizacién [Bousquet y col., 1998]. Por €ello, si fueraposible disponer deun
numero limitado de alergenos recombinantes, que retuvieran la mayoria de los epitopos
presentes en los extractos al ergénicos natural es, se simplificarianotablementeladiagnosis
de estas afecciones. En estalinea, varios grupos han demostrado que un reducido nimero
de alergenos recombinantes puede ser suficienteparaladiagnosisdelapolinosisaarboles
y gramineas [Niederberger y col, 1998g 1998b; van Ree y col., 1998; 1999]. Ademés
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empleando alergenos recombinantesy realizando ensayosin vitro se podriadeterminar |os
alergenos concretosfrente alos que esta sensibilizado cada paciente (alergograma), lo que
podria conducir ademas al disefio de tratamientos terapéuticos personalizados.

Inmunoter apia de las reacciones alérgicas

Lainmunoterapiacl asicase basaen laadministracion al paciente dedosi screcientes
del extracto alergénico frente al que seencuentra sensibilizado [Noon, 1991; Bousqguet y
col., 1998]. Aunque el mecanismo de accion de la inmunoterapia clasica no se conoce
totalmente, la finalidad principal seria originar en e paciente una desensibilizacion
progresivaaaquell os al ergenos que son reconocidos por sus anticuerposigE. Aunque este
tratamiento se traduce en un elevado nimero de pacientes en una disminucion de los
sintomas clinicos, estos extractos contienen, como ya se ha mencionado, moléculas no
alergénicas que pueden causar nuevas sensibilizaciones y reacciones sistémicas. Por esta
razén, en los Ultimos afios se estén buscando formas aternativas de inmunoterapia.
Algunos investigadores como Valenta y col., [1998a; 1999] han propuesto para una
inmunoterapia més eficaz el uso de alergenos recombinantes de forma que, en un
tratamiento realista, a cada paciente se le inyecte una mezcla de alergenos frente a los
cuales produce cantidades considerables de IgE.

Otrosautoreshan sugerido el uso delasllamadasformas hipoal ergénicas(derivados
no anafilécticos de alergenos) para el tratamiento de la alergia. Lo ideal es que éstas no
tengan capacidad para unir IgE o quela tengan muy disminuida, pero que mantengan la
capacidad de estimular linfocitos T disminuyendo e peligro de posibles reacciones
anafil cticas. Estasformashipoal ergéni cas pueden ser bienisoformasdel alergeno[Ferrara
y col., 1996], o formasrecombinantes cuyo DNA hasido alterado mediante mutegénesis
dirigida, como se ha descrito paralos alergenos de acaros del polvo, Der p 2 [Smithycal.,
1996] y Der f 2 [Takai y col., 1997], o bien alergenos que han sido modificados quimica
0 estructuralmente, revisado por Akdsy Blaser, [2000].

Otra alternativa seria el uso de péptidos derivados de aergenos, que pudiesen
disminuir el riesgo de unareaccién anafil&ctica. Se ha demostrado conlos alergenos Fd d
1 de pelo degato [Brinery col., 1993] y Der p 1 del &caro del polvo D. pteronyssinus
[Hoyney col., 1993] que, cuando se administran a ratones péptidos que contengan los
principales epitopos T, se vuelven tolerantes al alergeno compl eto.

Una dltima aproximacion a nuevas vias de inmunoterapia, en laque los alergenos
recombinantes han resultado muy Utiles, ha sido € estudio de las moléculas de 1gG
especificas de alergenos. La existencia de anticuerpos |gG especificos para alergenos se
conoce desde hace mucho tiempo [Cookey cd., 1935]. De los estudios realizados con los
alergenosrecombinatesBetv 1 [Menzy col.,1996], Phl p1, Php2y Php5[Vrtaay cal.,
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1996],y Der f 2[Tamey col., 1996] se deduce quetanto | os sueros de pacientes al érgicos
como no aérgicos contienen 1gG especificas frente a los alergenos y de diferentes
subclases. M ediante epitopos preparados por tecnol ogia recombinante se ha visto quelas
IgE y las 1gG de los pacientes reconocen los mismos y también distintos epitopos
[Kobayashiy cal., 1996] . Por tanto, IgE el gG pueden poseer distintasafinidadespor ciertos
epitopos. Anticuerpos 1gG1 especificos para Bet v 1 pueden bloquear la unién de IgE d
alergeno einhibir de estamanera laliberaci 6n de histamina, por tanto los anti cuerpos 1gG
pueden reducir los efectos anafilacticos [Vrtalay col., 1998]. Alguno autores sugieren el
uso de regiones Fab recombinantesy especificas dealergenos como terapia de bloqueo de
larespuesta alérgca[Vaentay ool., 1998h].

PRODUCCION DE PROTEINASEN Pichia pastoris

Paraconseguir laexpresion deal ergenos recombinantes biol 6gicamente activoscon
un alto rendimientoy grado de pureza se han utilizado distintossistemas. En losiniciosde
la aplicacion de las técnicas de biologia molecular en alergologia, |os primeros alergenos
fueron clonados en la bacteriaE. coli utilizando el vector gtll, sistemamediante el cual
el alergeno recombinante expresado representa un pequefio porcentge (entorno a 1%) de
las proteinas celul ares. Posteriormente se han empleado nuevos vectores, asi como nuevos
sistemas de expresion utilizando otros organismos heterélogos tales como las levaduras,
que han incrementado notoriamente no solo el rendimiento enlaobtencidn delas proteinas
recombinantes 10-50% [Mohapatray col ., 1990], sino lacdidad delaproteinaobtenidaya
gue muchas mol écul as al ergénicas sufren modifi caci ones post-transducci onal estal escomo
laglicosilacion o laformacion de puentes disulfuro que son necesarias para conseguir un
plegamiento correcto y ser, por tanto, biol6g camente activas.

Lalevadura Pichia pastoris se ha convertido en un sistema muy utilizado parala
expresion de genes heterdlogos. Son varioslos factores que han contribuido aello, entre
los que podemos dedacar |os siguientes:

1.- P. pastorises un organismo unicelular lo que facilita su manipulacién y cultivo. No
obstante, es un sistema eucariota, mucho mas complejo que | os sistemas bacterianosy, por
tanto, contodalamaguinariaprotei canecesariaparalograr un correcto plegamientoy capaz
de producir modificaciones post-transduccional es como son el procesamiento proteolitico,
laformacién de puentes disulfuro ylaglicosilacion. Ademas el manejo de este sistema es
mésrépido, facil y econdmico quelossistemasde expresion derivadosdeformaseucariotas
superiores, tales como las células de insectos (baculovirus) y mamiferos (CHO).

2.- P. pastorisse puede cultivar aelevada densidad celular y, generalmente, se consiguen
niveles de producciéon muy elevados.
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3.- Lastécnicas necesarias paralamanipulacion genéticade P. pastorisson muy similares
alas necesarias para el manejo de Saccharomyces cerevisiae, uno de |os sistemas mejor
caracterizados en la biologia actual .

4.- Posee un promotor derivado delaenzimaal cohol oxidasal (AOXI) queresultaser muy
conveniente paralaexpresion controlada de genes gjenos y |a selecd 6n de sus productos.
5.- EnP. pastoris, las proteinas pueden ser expresadasintracel ularmente, o bien secretadas
al medio. Ya que P. pastoris secreta muy pocas proteinas endogenas y que € medio de
cultivo no necesita proteinas adicional es, |a secrecion se puede considerar como un primer
paso en la purificacién. Aun asi, la secrecion queda limitada para proteinas que sean
secretadas por su fuente natural y que, por tanto, posean una secuencia sefial de transporte
al exterior celular, o bien, implica el uso de una secuencia de secrecion especifica de la
propialevadura. Una de ellas es €l péptido " prepro factor ” de S. Cerevisiae.
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OBJETIVOS

El aidamiento y la caracterizacion molecular e inmunoldgica de los aergenos
presentes en |as distintas fuentes biol 6gicas es muy importante, no solo parapropiciar la
estandarizacion delosextractos utilizados en ladiagnosis einmunoterapiaespecificadelas
enfermedades alérgicas, sino para conducir aun mayor conocimiento de los procesos que
median larespuestaa érgica. Dadaladificultad quesupone en muchos casosd aislamiento
de los alergenos de sus fuentes naturales, unido a que habitualmente dichos alergenos se
encuentran abajas concentraciones, en los Ultimos afios se estarecurriendo alaproduccion
de los mismos mediante la expresion de sus cDNAS en sistemas heterdlogos (bacterias,
levaduras, etc.) que permiten la obtencidn de grandes cantidades de proteina homogénea
y funciond.

El objetivo general de la investigacion aqui planteada es contribuir a un mejor
conocimiento de los aergenos del polen de olivo. Para ello se haabordado €l estudio de
uno delos alergenos de alto peso molecul ar presentes en esta fuente alergénica, delos que
apenas se tenia conocimiento hasta la fecha. Este estudio implica la purificadon y la
caracterizacion molecular de este alergeno, d analisis de su prevalenciaclinica, asi como
estudios de reactividad cruzada con otros polenes. Para obtener estos fines, y dada la
limitadaexpresi6n biol 6gicade estosal ergenosen el granode polen, un objetivo primordial
lo constituy6 el disefio de protocol os de expresion recombinante, como es la levadura P.
pastoris, que condujeran alaobtencién, en gran cantidad, deformasrecombinantesde estas
proteinas con una alta calidad molecular e inmunol égica, de formaque conserven intactas
sus propiedades antigénicasy alergénicas. Labusgueda de un sistema nuevo de expresion
es necesario sobre todo para aquellas proteinas que, como Ole e 1 alergeno principal del
polendeolivo, presentan un plegamiento compl e o implicando laformacion detres puentes
disulfuroy laglicosilaciéon. Unavez puesto apunto, podriaser utilizado paralaproduccion
de los alergenos de alto peso molecular del polen de olivo.
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MATERIALES

Microorganismos

Cepas de Escherichia coli usadas para la manipulacion del DNA

DHS5a¥F*: F’ endAl hsdR17 (v, m,) supE44 thi-1 recAl gyrd (Nal®) reld] AlacZYA-argF)
U169 deoR [®80 dlac AflacZ) M15]

INVaF’: FendAl recAl hsdR17 (v, my") supBE44thi-1gyrA96 relAl $80lacZaM15
allacZY A-argFYU169 A~

Cepas de Pichia pastoris usadas para la expresion de proteinas

Se ha usado la cepa X-33, forma silvestre de P. pastoris, y la cepa GS115 que tiene
una mutacion en el gen de la histidinol deshidrogenasa HIS4 (genotipo his4), enzima
implicada en la biosintesis de histidina. Esta alteracién permite transformarla con plasmidos
que contengan una copia correcta de HIS4, seleccionandose los transformantes en medio

minimo carente de histidina. Ambas cepas se pueden seleccionar con el antibi6tico zeocina.

Vectores plasmidicos
Vectores para la manipulacion del DNA

pUC18: Este vector de 2.7 kb contiene un gen que confiere resistencia a ampicilina,
y un gen de produccion de B-galactosidasa, que permite la hidrdlisis del sustrato X-Gal para
la seleccion por color de los transformantes.

pCR2.1: Se ha utilizado para clonar fragmentos de DNA obtenidos por PCR
siguiendo el protocolo del T4 cloning kit (Invitrogen). El plasmido de 3.9 kb, contiene un
gen de resistencia a ampicilina, esta linearizado y posee un residuo de timidina protuberante
en 5'. De esta forma, se facilita la insercion de los fragmentos amplificados por PCR que

presentan una adenosina protuberante en 3°.

Vectores para la produccion de proteinas en P. pastoris
Se han utilizado los plasmidos pPIC9 (8.0 kb), pPICZA (3.3 kb) y pPICZoA (3.6

kb) (Invitrogen), como vectores para la integracidn en ¢l genoma de P. pastoris de las
secuencias de los genes a expresar. Son plasmidos con secuencias de autorreplicacion en
E. coli, 1o que permite clonar el DNA en esta bacteria. El vector pPIC9 tiene un gen que
confiere resistencia a ampicilina mientras que los vectores pPICZA y pPICZoA tienen el
gen de resistencia a zeocina. Todos tienen la region promotora y la de terminacién de la
transeripeion del gen AOX1, entre las cuales estd el sitio de clonaje, lo que permite colocar
el gen a expresar bajo el control de dicho promotor. Los vectores pPIC9 y pPICZaA

contienen a continuacion del promotor la sefial de secrecion del factor a de Saccaromyces
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cerevisiae lo que permite obtener la proteina recombinante en el medio extracelular. pPIC9
incluye también, una copia completa del gen HIS4, que es el que se utiliza para

seleccionarlo al transformar cepas Ais4 de P. pastoris.

Medios de cultivo

Los medios que se describen a continuacion se utilizaron tras esterilizaciéon en
autoclave durante un ciclo de 20 min. a 120°C o mediante filtracion a través de filtros de
0.22 um.
Cultivo de E. coli
LB [Sambrook y col., 1989], medio empleado para el crecimiento de las cepas bacterianas
con el objeto de purificar plasmidos a pequefia o gran escala. Este medio contiene
bactotriptona 1% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v) y NaCl 1% (p/v). Para el
crecimiento de las células en medio sélido se afiadio agar 15 g/l. Para la seleccion de
transformantes de E. coli se afiadieron a los medios: ampicilina (100 pg/ml) o zeocina
(25ug/ml).
SOC, se ha utilizado para ¢l crecimiento de células INVaF’ durante el proceso de
transformacién. Contiene triptona 2.0% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v), NaCl 10
mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM v glucosa 20 mM.
¥ Broth, se utilizé para la obtencién de células competentes de E. coli y su posterior
transformacién con DNA plasmidico. Contiene triptona bacteriologica 2% (p/v), extracto
de levadura 0.5% (p/v), MgSO, 0.4% (p/v) y KCIl 10mM. El pH del medio se ajustd a 7.6
utilizando KOH 4 M.

Cultivo de P. pasioris

Los medios utilizados para el cultivo de la levadura Pichia pastoris fueron:
Crecimiento y seleccion de recombinante:
YPD: 10 g/l de extracto de levadura, 20 g/l de peptona, 20 g/l de D-glucosa, 15 g/l de agar
{para medio solido).
YPDS:10 g/l de extracto de levadura, 20 g/l de peptona, 182.2 g/l de sorbitol, 20 g/l de D-
glucosa, 15 g/t de agar
MD: 13.4 g/] de base de nitrégeno para levaduras sin aminoécidos, 400 pg/l de biotina, 20
g/l de D-glucosa, 15 g/l de agar (para medio solido)
MM:13.4 g/l de base de nitrégeno para levaduras, sin aminoécidos, 400 ng/l de biotina, 5
ml de metanol, 15 g/l de agar (para medio s6lido)
Produccion de proteina:
BMGY: 10 g/l de extracto de levadura, 20 g de peptona, 10 ml/l de glicerol, 13.4 g/l de base

de nitrégeno para levaduras sin aminoacidos, 400 pg/l de biotina, 0.1 M fosfato de potasio,




MATERIALES Y METODOS 29

pH 6.0.

BMMY: 10 g/l de extracto de levadura, 20 g/l de peptona, 5 ml/l de metanol, 13.4 g/l de
base de nitrégeno para levaduras sin aminoacidos, 400 ug/l de biotina, 0.1 M fosfato de
potasio, pH 6.0 .

BMMH: 5 mV/] de metanol, 13.4 g/l de base de nitrogeno para levaduras sin aminoacidos,
400 ng/l de biotina, 40 mg/l de L-histidina, 0.1 M fosfato de potasio, pH 6.0.

MMH: 5 ml/l de metanol, 13.4 g/l de base de mtrégeno para levaduras sin aminodcidos,
400 pg/l de biotina, 40 mg/l de L-histidina.

Pélenes
Los siguientes polenes fueron suministrados por la compafiia Allergon AB (Suecia):
Artemisia vulgaris, Betula verrucosa, Cynodon dactylon, Fraxinus excelsior, Ligustrum

vulgare, Lolium perenne, Syringa vulgaris, Salsola kali y Olea europaea. También se

utilizd polen de Olea europaea suministrado por Biopol (Spokane, Wash).

Sueros

Se han utilizado sueros de pacientes alérgicos al polen de olivo (Olea europaea)
seleccionados en dos regiones espafiolas: Jaén y Madrid. Los primeros fueron amablemente
sumninistrados por el Dr. Joaquin Quiralte de la Unidad de Alergia del Hospital Ciudad de
Jaén y los segundos por los Dres. Manuel Martin-Esteban y Cristina Pascual del
Departamento de Inmunoalergia del Hospital Infantil La Paz de Madrid.

Soluciones de uso general

PBS (tampén fosfato salino): NaCl 0.14 M, KCI 2.7 mM, KH,PO, 1.5mM, Na,HPO, 8.1
mM, pH 7.4.

TAE: Tris-acetato 0.04 M (484 g/l de base Trisy 1.14 ml/l de acido acético glacial), EDTA
ImM.

TBE: Tris-borato 0.045 M (10.8 g/l de Tris base y 5.5 g/l de acido borico), EDTA 1mM.
. TBS (tampon Tris salino): NaCl 0.14 M, KC1 2.7 mM, Tris 25mM, pH 7.4.

TE: Tris 10mM, EDTA 1mM, pH 7.5-8.0.

SSC 1x: 8.765 g/l de NaCl y 4.41 g/l de citrato sddico. Ajustado el pH a 7.0 con NaOH.
Esterilizado mediante autoclavado.

: Tampoén de aplicacién de DNA (6x): azul de bromofenol 0.25% (p/v), cianol de xileno
0.25% (p/v) y glicerol 30% (v/v).

;-Tamp('m de aplicacion de proteinas: Tris 50 mM pH 7.6, EDTA 2 mM, SDS 1% (p/v),
_E'glicerol 10% (v/v) y azul de bromofenol 0.02% (p/v).
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METODOS

AISLAMIENTO DE RNA

El RNA total de polen fue aislado por el método descrito por Ullrich y col. [1980]
con pequefias modificaciones. El polen (1.0 g) se homogeneizd en un Polytron (Brinkmann
Instruments) en Tris-HCl 100 mM, pH 7.5, con isotiocianato de guanidinio 4 M, N-
laurilsarcosinato soédico 0.5% (Fluka Chemie AQG), antifoam 0.1% (Sigma) y 2-
mercaptoetanol 140 mM. A continuacion, la mezcla se centrifugé a 4500 rpm a 20°C
durante 30 min. El sobrenadante se volvioé a centrifugar a 6000 rpm durante 10 min. Este
sobrenadante se depositd sobre 3.1 ml de CsCl 5.7 M en EDTA 10 mM, y se centrifugo a
40000 rpm durante 12 h a 4 °C, con un rotor SW60 (Beckman) [Sambrook y col., 1989].
El sedimento se lavd dos veces con etanol al 70%, para eliminar el CsCl y facilitar su
resuspension. La muestra se disolvid en 100 pl de TE con SDS 0.1%, se afiadieron 100 ul
mas de TE, y a continuacion se llevd a cabo una precipitacion con etanol, segin los
métodos descritos por Sambrook y col. [1989]. E1 RNA se disolvié en 50 pl de agua estéril
tratada con DEPC. La concentracion de RNA se estimo en un espectrofotometro Beckman
modelo DU-7.

El mismo proceso se siguid para aislar el RNA total de otros tejidos del olivo (tallo,
hoja y fruto). En estos casos, fue necesaria una etapa adicional de homogeneizacion del

tejido en un mortero con nitroégeno liquido.

NORTHERN BLOT

El aislamiento del RNA total de distintos tejidos del olivo (polen, tallo hoja y fruto)
asi como el RNA total del polen de diversas especies vegetales (Fraxinus excelsior,
Ligustrum vulgare, Betula verrucosa, Cynodon dactyion, Syringa vulgaris, Artemisia
vulgaris, Lolium perenne, Salsola kali) se realizo siguiendo el protocolo descrito en esta
memoria. El RNA (15 pg) se sometio a electroforesis en geles de agarosa (1.2%) en
presencia de formaldehido y se transfinid a una membrana de nylon Hybond-N
(Amersham), segun el procedimiento habitual [Sambrook y col., 1989]. Las membranas se
incubaron a 42 °C durante 30 min en la solucién de hibridacién ULTRAAyb (Ambion).
Como sonda de hibridacion se empled el fragmento de 700 pb (50 ng) generado mediante
PCR a partir del ¢cDNA que codifica para Ole e 9, empleando OLIB y OL9C como
oligonucledtidos cebadores. Este fragmento se marco radiactivamente con [a-""P]dCTP
(3000 Ci/mmol, ICN Pharmaceuticals) utilizando el &ir comercial de marcaje de DNA
Ready To Go (Pharmacia Biotech). La sonda se desnaturalizé calentando a 90°C durante
5 minutos y se afiadio a la solucién de hibridacion incubdndose durante 16 ha 42 °C. Antes

de llevar a cabo la autorradiografia de las membranas, éstas se lavaron dos veces en SSC
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2x/0.1% SDS a 65 °C durante 5 min y otras dos veces en SSC 1x/0.1% SDS a 48 °C
durante 15 min. Las peliculas de rayos X (Kodak) se expusieron a -80 °C durante el tiempo

requerido.

TECNICAS DE MANIPULACION DE DNA
Electroforesis de acidos nucleicos
Electroforesis de RNA

La electroforesis para la separacion de RNA se llevd a cabo en geles de agarosa al

1.2% (p/v) en presencia de formaldehido al 6% (v/v). El tamp6n de desarrollo contenia
Mops 20 mM, acetato sédico 5 mM, pH 7.0, EDTA 1 mM. Las muestras de RNA se
aplicaron disueltas en tampon de desarrollo con formamida al 45% (v/v), formaldehido al
16% (p/v), ghcerol al 5% (v/v), azul de bromofenol al 0.02% (p/v) y bromuro de etidio 0.1
mg/mi. El RNA se visualizd por iluminacion con luz ultravioleta a 312 nm [Sharp y col.,
1973].

Electroforesis de DNA

Geles de agarosa

El analisis de plasmidos y fragmentos de DNA se llevé a cabo mediante
electroforesis en geles de agarosa al 0.7-2% (p/v), en tampdén TAE, de acuerdo con el
procedimiento descrito por Sambrook y col., [1989]. Para las electroforesis preparativas se
utilizaron geles de agarosa de bajo punto de fusion al 1.5%, y el desarrolio de esta
electroforesis se realiz6 a 4 °C. El DNA se visualizd por tincién con bromuro de etidio e
lluminacioén con luz ultravioleta a 312 nm.

Geles de acrilamida en condiciones no desnaturalizantes

La polimerizacidn de los geles de poliacrilamida y el desarrollo de la electroforesis,
se llevé a cabo en un aparato Mini-Protean II de Bio-Rad con separadores de 1 mm de
espesor. Se prepararon geles homogéneos al 4 % de poliacrilamida de acuerdo al
procedimiento descrito por Sambrook y col., [1989]. Las muestras de DNA se disolvieron
en tampon de aplicacion 6x y la electroforesis se llevd a cabo en tampdn TBE a una
intensidad de corriente por gel de 100v durante 2 h. Las bandas de DNA se detectaron

- mediante la tincion del gel con una solucion acuosa de azul de metileno al 0.01 % (p/v).

- Aislamiento de fragmentos de DNA

Los fragmentos de DNA se purificaron a partir de geles de agarosa o de geles de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes. Se utilizaron distintos métodos
dependiendo del tamafio del DNA.

- Purificacion de fragmentos de DNA de tamafio superior a 1.5 kb
- a) Utilizando el kit Gene clean kit (BIO 101). Para cllo, el DNA se separd en geles de
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agarosa 0.7% (p/v), en tampén TAE, y se identificaron las bandas mediante tincién con
bromuro de etidio. Para purificar el fragmento de interés, se recorto la banda a partir de la
agarosa que lo contenia y se siguieron las instrucciones del fabricante. Al final el DNA se
resuspende en un volumen adecuado de agua o TE.

b) Para plasmidos con un tamafio superior a 4 kb, las muestras se aplicaron en geles de
poliacrilamida al 4% (p/v). En este caso se recortaron también, las bandas de interés y, una
vez troceadas, se introdujeron en una punta de pipeta de 1 ml sellada en su punta inferior
y con lana de vidrio en el fondo. Se afiadieron 400 pl de agua y se dejo agitando a 37 °C
durante 16 h. Tras la incubacién, se cortd la punta sellada y el DNA se eluyé mediante
centrifugacion a 4000 rpm durante 10 min y se precipité mediante la adicién de 1/10 (v/v)
de acetato de sodio 3 M pH 52 y 2.5 volumenes de etanol enfriado a -20 °C.
Posteriormente, se lavé el DNA precipitado con etanol al 70% (v/v) frio y se resuspendi6
en un volumen conveniente de agua o TE.

Purificacion de fragmentos de DNA con un tamafio inferior a 1.5 kb

Estos fragmentos se purificaron a partir de geles de agarosa (1-2 %) de bajo punto
de fusion usando el método descrito en el kit Wizard PCR preps (Promega).

Aislamiento de DNA plasmidico

Para el aislamiento de pequeifias cantidades de DNA plasmidico (3-5 pg) se usé el
kit Wizard MiniPreps (Promega). Para ello, se partia de cultivos bacterianos en 5mlde LB
(con el antibiético correspondiente). Para el aislamiento de mayores cantidades de DNA
plasmidico (200-400 ng) se empled el kit Wizard Maxipreps (Promega) partiendo de
cultivos celulares de 500 ml de LB.

Reacciones de modificacion y digestion de DNA

Las reacciones de modificacion del DNA con enzimas tales como la T4 DNA
polimerasa, polinucledtido quinasa y las diversas endonucleasas de restriccion utilizadas,
se realizaron en las condiciones de temperatura y fuerza i6nica 6ptimas para cada enzima.
En cada caso se utilizo la mezcla de reaccion proporcionada por el fabricante, y en los casos
necesarios, se afiadio RNAsa A (0.5 mg/ml) y albtimina de suero bovino (BSA 1 mg/ml).

Posteriormente, las enzimas fueron inactivadas con un tratamiento de 10 min a 65°C.

CLONAJE Y SECUENCIACION DE DNA
Sintesis de cDNA

El cDNA se sintetizé a partir de 2.5 pug de RNA total utilizando como cebador un
oligo dT y la enzima transcriptasa inversa Superscript 11 (Gibco) y siguiendo las
instrucciones del kit SMART RACE ¢DNA amplificacion (Clontech).
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Amplificacion de DNA por PCR

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Gene Amp
. System 2400 (Applied biosystemPE). Los componentes y las condiciones de cada reaccion
fueron los recomendados para cada enzima varidndose el numero de ciclos empleados (25-
' 35)y latemperatura de hibridacion en funcion del cebador especifico utilizado (42- 55°C).
- Amplificacion del gen de Ole e 1

_ La regién codificante de Ole e 1 (clon 3c¢) [Villalba y col., 1994] se amplifico
mediante PCR usando la polimerasa DynaZyme (Finnzymes Oy, Espoo, Finland). Como
molde se usé el plasmido pGEX-2T/Oleel, en el cual se habia introducido previamente el
gen para su expresion en bacteria, y dos oligonucleotidos no degenerados: rOL1-1 yrOL1-2
(tabla 6) que hibridan con laregion 5’y 3°, respectivamente, de la regién codificante de Ole
e 1. El oligonucleotido 5™ incluye un sitio de restriccion Xhol y parte de la secuencia del
prepropéptido factor o que permite la fusién de la region codificante de la proteina a
continuacién de dicha secuencia presente en el plasmido pPIC9. El oligonucledtido 3°

incluye el codon de parada y un sitio de restriccion EcoRlI.

Tabla 6~ Secuencias de los oligonucledtidos usados como cebadores en las reacciones de amplificacion por
PCR derOiee l ymQiee 1

Cebador Secuencia de nuciedtidos Secuencia de aminoacidos
rOLT-1 S'CGTCTCGAGAAAAGAGAGGATGTTCCGCS' EDVPQP (1-5)
Nhol
rOL1-2 5GCOAATTCTCACATGTTGGGCGGGTASS YPPNM (141-145)
EcoRl stop

Factor-seq. | 5' GCACAAATAACGGGTTATTGT 3 S

I'AOXI 5'GACTGGTTCCAATTGACAAGCSY’ ————

mOLI1-1 S'ATACTCAACACAGTACAAGGCACCACAY ILNTVQGTT{106-114)

mOL1-2 5 TGTGGTGCCTTGTACTGTGTTGAGTATY’ ILNTVQGTT(106-114)

En negrita se destaca el codon que codifica para Gln

Amplificacidén del mutante no glicosilado de Ole e ]

La amplificacion de la forma mutante de Ole e 1 se realizé mediante tres etapas de
PCR. Como molde se usé el plasmido pPIC9/Oleel y los cebadores inespecificos: Factor-
seq v 3'AOX1, ambos complementarios de la region que flanquea el gen de Ole e 1 en el
plasmido pPICY, y mOL1-1 y mOL1-2, cebadores especificos sense y antisense de la
misma zona del DNA que incluyen la mutacién de Asn por Gln, eliminando asi el sitio de
glicosilacidn (tabla 6). En las dos primeras reacciones de PCR se obtuvo la primera mitad

de la molécula con los cebadores Factor-seq y mOL1-2 y la segunda mitad de la misma con
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los cebadores 3"AOX1 y mOL1-1. Para obtener la secuencia completa se utilizaron los
fragmentos obtenidos anteriormente como molde y como cebadores rOL1-1 y rOLI-2.

En todas las reacciones de PCR, llevadas a cabo para obtener el mutante no

glicosilado de Ole e 1 se utilizo la enzima AmpliTaqg polimerasa (Applied biosystemsPE).
Amplificacién del gende Ole e 9

Para la amplificacién de la secuencia completa de Ole e 9 fueron necesarias varias
etapas de PCR. En todas ellas se usé como molde el cDNA total de polen de olivo y la

enzima Advantage Tag polimerasa (Clontech).

Tabla 7- Secuencia de los oligonucledtidos usados como cebadores en las reacciones de amplificacion por
PCR deOlee9.

Secuencia de

Cebador Secuencia de nucledtides aminodcidos

OL9A 5'cggaattcRTARTTDATRTTNCCNGT3' (sense) TGNINY (385-390)

EcoRl
OLYB 5'cegetegagACNGGNAAYATHAAYTAY3S' (antisense) | TGNINY (385-390)
OL9C 5'ACNGTNCAYGCNATGGCNGT3' (sense) TVHAMAYV (160-167)
OLSD 5'CACGGAGGAGACTCCAATGAAGTT3’ (sense) HGGDSNEV (273-280)
OL9E 5'AGGTGCATCATTTGCACTCTGGAA3Z' (antisense) FQSANDAP (192-199)
OLoF 5'TGCCAATGTATCAGGCGTTGGCTG3  (antisense) QPTPDTLA (213-220)
OL9G S'GTGATAGGATTCGACAATGGCGATS' (sense) VIGFDNGD (80-87)
OL9H 5'GGTGACACAATGAAGGCATTGCTT3' (sense) GDTMEKALL (183-196)
NTC-OL9 5 gtetegagATGGCTGCAAATGTGCAAACAT' (sense) MAAIVQT (1-7)

Xhol
NT-OL9 5 gtetegagaanagaCAATCATTTTTGGGASZ' (sense) QSFLG (27-31)

Xhol

CT-OL9 5’ cteeggecgc TCAGTTACTGCCACTGGG3' (antisense) | PSGSN (456-460)
Noil

SMART-II | SAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG3” | =

3°CDS 5'AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTAC(T),,3" | e
R: A/G, D: G/A/T, N: A/C/GIT, Y: CIT, li: A/T/C.

En mintscula se representa la region no codificante de los oligonucledtidos. Los nimeros entre

paréntesis corresponden a las posiciones de los aminoacidos utilizados para disefiarlos en la estructura
primaria de la proteina.

El extremo 3 -terminal se amplifico usando el cebador OL9IB y un oligonucledtido
no especifico 3°CDS, utilizado para la sintesis del ¢cDNA. Con los cebadores OL9C y
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- OL9A sec obtuvo la secuencia de una region interna. Basandose en la secuencia de
. nucleodtidos obtenida después de estos dos pasos de PCR, se disefiaron otros tres
?_ oligonucleotidos no degenerados: OL9D, OLIE y OL9F. El extremo amino-terminal se
- amplificé usando los cebadores OLOE y OLO9F junto con otro cebador no especifico
- SMART-II, también utilizado para la sintesis de cDNA. El oligonucledtido OL9D fue
utilizado para confirmar la secuencia del extremo carboxilo-terminal. OL9G y OL9H se
emplearon como cebadores, exclusivamente, para secuenciar. Para obtener el gen completo
- de Ole e 9, se utilizaron otros tres nuevos oligonucleétidos. Dos de ellos correspondientes
. al extremo amino-terminal, que incluyen el sitio de restriccion Xhol: NTC-OL9 y NT-OL9
(este ultimo no incluye la region codificante del péptido sefial) y otro correspondiente al
- extremo carboxilo-terminal CT-OL9, que incluye un sito de restriceién Nofl. Todos los

- oligonucledtidos estén representados en la tabla 7.

3. Clonaje de fragmentos de DNA
| Los fragmentos obtenidos mediante PCR, se clonaron en primer lugar en un vector
| (pUC18 o pCR2.1) para proceder a su secuenciacion. Comprobada la secuencia del DNA,
se clonaron en los diferentes vectores de expresion para proceder a su posterior
transformacion en la cepa adecuada. La ligacion en el pUCIS$ se realizé utilizando la
enzima DNA ligasa del bacteriofago T4. La mezcla de reaccién se completd con el tampén
de la ligasa y se mantuvo a 16 °C durante 16 horas.

Cuando los fragmentos obtenidos tras el PCR, se clonaron en el plasmido pCR2.1,
la reaccion se incubd a 14 °C durante 16 horas en presencia de la enzima T4 DNA ligasa,

~ siguiendo las instrucciones del manual 74 Cloning (Clontech).

Transformacion de células competentes de E. coli

Las células competentes de £. coli DH5aF" fueron transformadas segin Villalba y
col. [1994], afiadiendo el DNA plasmidico con el que se deseaba transformar (1-100 ng de
DNA) y facilitandose la entrada del DNA mediante un choque térmico por incubacion a
37 °C, durante 4 minutos, y el enfriamiento posterior en hielo durante 2 minutos. Se
afiadieron 4 volumenes de ¥ Broth v se incub6 la suspension celular a 37 °C durante  hora.
Finalmente, se plaquearon diferentes voliimenes en placas de LB con el antibidtico
correspondiente v se incubaron de 12 a 18 h.

Cuando se usaron las células INVaF " se siguié un protocolo muy similar con ligeras
modificaciones, suministrado por el kit T4 Cloning (Clontech).

La seleccion de colonias positivas se realizd analizando el tamafio del plasmido.
Después de lisar las colonias con 40 pl de tampon de lisis (Tris 1 M, EDTA 0.5 M, NaOH
10 N vy SDS 20%), la mezcla se neutralizo con 5 ul de HCI 1 N, y se afiadieron 5 ul de
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tampdn de aplicacion 6x. Se congel6 a -80 °C durante 15 minutos y mediante centrifugacion
en frio durante 10 minutos, se sedimentd el SDS y la mayoria del DNA cromosémico. El
sobrenadante conteniendo el DNA plasmidico se analiza por electroforesis en geles de
agarosa, distinguiéndose los plasmidos con inserto por su diferente movilidad

electroforética con respecto a los controles sin inserto.

Secuenciacion de DNA

La secuenciacion del DNA de los diversos plasmidos recombinantes se realizé de
forma automatica en el servicio de secuenciacion de la UCM. En el proceso de
secuenciacion se empleé el sistema AB1 PRISM (Perkin Elmer) con la DNA polimerasa
Ampli Taq FS, que carece de actividad exonucleasa y que tiene una mutacién en el dominio
polimerasa, lo que permite una menor discriminacion frente a dNTPs respecto a la enzima
original. La mezcla de reaccion se preparé utilizando el protocolo comercial “AB1 PRISM
dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction”. La reaccion se basa en el
método de terminacion de cadena por didesoxirribonucledtidos [Sangery col. 1977], eneste
caso los cuatro terminadores de la reaccidn estan marcados con otros tantos fluorocromos
distintos. Una vez desarrollada la electroforesis de los fragmentos de DNA, un laser excita
a los fluordforos y la emision producida por éstos es recogida en el secuenciador que

interpreta la sefial y la asigna a un determinado nucleotido.

PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN PICHIA PASTORIS
Preparacion de células competentes y transformacién de P. pastoris

Transformacion por acetato de litio

Este protocolo, descrito por Gietz y Schiestl [1991], se basa en el uso de acetato de
litio para transformar células GS115 con los plasmidos recombinantes pPIC9/Oleel y
pPIC9/mOleel, previamente linearizados con la enzima de restriccion Bg/Il.

Se inocularon 5 ml de YPD con células frescas de P. pastoris GS115,y se incubaron
a 30 °C durante toda la noche. Este precultivo se utiliz6 para inocular 50 ml de YPD auna
densidad de 5x10" células/ml (DO, de 0.1). El cultivo se incub6 a 30°C hasta cuadriplicar
la densidad celular. Se recogieron entonces las células mediante una centrifugacion a 3000
xg durante 5 minutos, se lavaron con 25 ml de agua y se repiti6 la centrifugacion en las
mismas condiciones. A continuacién las células se resuspendieron en 1 ml de LiAcO 100
mM, se centrifugaron durante 30 segundos y se resuspendieron de nuevo en 400ul de
LiAcO 100 mM, 50 ul de esta suspension de células se utilizaron para cada transformacion.
Se centrifugaron los tubos, eliminado el sobrenadante y sobre el sedimento de células se
aftadieron 240 pl de PEG 3350 al 50%, 36 plde LiAcO 1.0 M, 25 pl de ssDNA de esperma

de salmén (2 mg/ml previamente hervido durante 5 min v enfriado en hielo) y 50 pl de
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agua, conteniendo el DNA con el que queremos transformar (0.1 a 10 ug, generalmente se
usaron 2 pg). Los tubos se agitaron vigorosamente para mezclarlo todo y se incubaron a 30
°C durante 30 min. Después se dio un choque térmico a 42 °C durante 20 min, en bafio de
agua y se centrifugaron a 6000 rpm durante30s. Por Gltimo las células se resuspendieron

en 200 pl de agua y se sembraron en placas de medio MD, que se incubaron a 30 °C hasta
observar colonias.

Transformacion por polietilenglicol

Este método de transformacion es el que se usé para transformar células X-33 con
el plasmido pPICZ/Olee9, previamente linearizado con la enzima Sacl. Se ha seguido el
protocolo que proporciona Invitrogen, con pequefias modificaciones.

Para la preparacion de células competentes se partié de un cultivo celular de 10 ml
en YPD a una DOy, de 0.1, que se incubd hasta alcanzar una DOy, entre 0.5 y 0.8. Se
recogieron las células por centrifugacién (500 xg, 5 min), y se lavaron con 10 ml de la
solucién A (sorbitol 1.0 M, bicina 10 mM, pH 8.35, etilenglicol 3% v/v), centrifugandolos
de nuevo. Las células se resuspendieron en 1 ml de solucién A, afiadiendo 55 ul de DMSO,
se distribuyeron en alfcuotas de 50 ul en tubos estériles de 1.5 ml y se enfriaron en un
congelador de -80 °C.

_ En la transformacion, se afiadié a las células competentes 5 pg del DNA en un
. volumen no mayor de 5 pul,y 1 ml de solucién B (PEG 1000 40%, bicina 0.2 M, pH 8.35),
" mezcelando bien. Se incubd 1 h a 30 °C en bafio de agua, mezclando cada 15 min), y se
‘sometio a un choque térmico a 42 °C durante 10 min. Se repartieron 525 ul de la mezcla
-a sendos tubos, se afiadié 1 ml de YPD a cada uno y se incubaron a 30 °C durante I h. Se
'f:_l_f__ccogieron las células por centrifugacion (3000 xg, 5 min), se resuspendieron en 500 ulde
olucion C (NaCl 0.15 M, bicina 10 mM, pH 8.35) y se juntaron. Se centrifugaron de
'fmevo, se resuspendieron en 200 ul de solucion C y se extendieron en una placa de medio

YPDS (100pg/ml Zeocina), que se incub6 a 30 °C hasta la aparicion de colonias.

eterminacién del fenotipo Mut’ 0 Mut"

La transformacién de cepas X-33 0 GS115 con el plasmido linearizado, favorece
:recombmacmn del gen AOX1. La mayoria de los transformantes serian Mut* (Methanol
'llzzatzon plus). Sin embargo, la presencia de la secuencia del gen AOX1 en el plasmido,

uede hacer que la recombinacion se produzca también en la region 3'AOX1, destruyendo

&ste gen y creandose, asi transformantes Mut® (Methanol utilization slow). Para conocer ¢l

notlpo de los transformantes, se seleccionaron las colonias que habian crecido y se
iv1eron a crecer en placas de MM y su correspondiente réplica en MD. Las placas se

__baron a 30 °C entre 2 y 4 dfas (afiadiendo diariamente 100 pl de metanol a la tapa de
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la placa Petri, para reponer las pérdidas por evaporaciéon) hasta que la distincion de
fenotipos fuera clara.

Produccion de proteinas por secrecién extracelular
Para seleccionar las cepas que produjesen mayores cantidades de la proteina
deseada, se realizaron ensayos de expresidn a pequefia escala.

Expresion en cepas Mut®

Las células seleccionadas se inocularon en 50 ml de medio BMGY. Se incubaron
a 30 °C durante 2 dias, de forma que se alcanzase la saturacion. Del cultivo se recogio 1ml
para congelar a -80 °C y el resto se centrifugé a 4000 xg durante 10 min. Los sedimentos
celulares se resuspendieron en 10 ml de BMMY y se incubaron en erlenmeyers de 100 mi
tapados con dos capas de gasa Miracloth, lo que permite una mayor aireacion. En este
medio se continuo el cultivo durante 5 dias a 30 °C con agitacién continua (250 rpm), de
forma que cada 24 horas se le afiadia metanol para una concentracion final del 0.5% y se
tomaba una alicuota de 1 ml. Estas alicuotas se pasaron a un tubo de 1.5 ml y se
centrifugaron en una microfuga a 4 °C durante 5 min, separando el medio extracelular que
es el que deberia contener la proteina heterdloga secretada, guardando ambas fracciones a
-20 °C para su posterior analisis.

La produccion a gran escala de la cepa de interés se realizo siguiendo el mismo
protocolo pero partiendo de un cultivo de 1 1 de BMGY e induciendo en 250 ml del medio
BMMY.

Expresion en cepas Mut”

Se inocularon 25 mi de medio BMGY con las colonias seleccionadas y se crecieron
a 30 °C con agitacién hasta alcanzar una DOy, entre 2 y 6, momento en que las células
estan en fase de crecimiento logaritmico. En ese momento se toma una alicuota que se
guarda a -80 °C. El resto de las células se centrifugd a 3000 xg durante 10 min. Se decanto
el sobrenadante vy las células se resuspendieron en 100 ml de medio MMH, BMMH y
BMMY (se testaron los tres medios para comprobar cual conducia a una mayor expresion)
durante 48 horas a 30 °C con agitacion, de forma que se tomaron alicuotas de 1 ml cada 12
horas que fueron posteriormente analizadas.

La presencia de las proteinas recombinantes en el medio extracelular, se analiz6
mediante PAGE-SDS.

PURIFICACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES
Purificacion de rOlee 1 ymOle e 1
La forma recombinante y la forma mutante de Ole ¢ 1 se han purificado siguiendo

el mismo procedimiento. Después de la induccion a gran escala de la cepa escogida, el
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medio extracelular se recogid por centrifugacién y se dializé frente a bicarbonato aménico
20 mM, pH 8.0. El extracto dializado se aplicé en una columna de intercambio iénico en
DEAE-celulosa equilibrado en bicarbonato amdnico 20 mM, pH 8.0 y la muestra se eluyd
- enun gradiente de bicarbonato aménico 20 mM a 500 mM. Las fracciones que contenian
. la proteina recombinante se juntaron, se liofilizaron y se aplicaron en una columna de
: penctrabilidad de Sephadex G-75 equilibrada con bicarbonato aménico 0.2 M, pH 8.0. Las

fracciones que contenian la proteina pura se juntaron v liofilizaron.

° Purificacién de rOle e 9

El medio extracelular resultante de la induccién a gran escala, se recogié por
centrifugacion y se dializé frente a bicarbonato aménico 50 mM, pH 8.0. El extracto
* dializado se aplicé en una columna de intercambio iénico en DEAE-celulosa equilibrada
en el mismo tampon. La muestra se eluyo con un gradiente de bicarbonato aménico 50 mM

© 2500 mM. Las fracciones que contenian la proteina pura se juntaron.

PURIFICACION DE PROTEINAS NATURALES
Preparacion de extractos de pélenes

Los extractos salinos se prepararon a partir del polen de las siguientes especies: 4.
vulgaris, B. verrucosa, C. dactylon, F. excelsior, L. vulgare, L. perenne, O. europaea, S.
| vulgaris, Z. mays (Allergon) y O. europaea (Biopol). Para ello, los granos de polen se
resuspendieron en bicarbonato amonico 50 mM, pH 8.0, al 5% (p/v), en presencia de PMSF
1 mM, se homogeneizaron en un homogeneizador de vidrio con vastago de teflon y la
* mezcla se mantuvo con agitacion magnética durante 60 min a temperatura ambiente.
- Transcurrido este tiempo, el homogenizado se centrifugd a 10000 xg durante 20 mina 4 °C.
* El sobrenadante se recoglo y el sedimento se resuspendio, de nuevo, en el mismo volumen
- de tampén salino utilizado inicialmente, repitiéndose el proceso de extraccién otras dos

- veces. Los sobrenadantes recogidos se juntaron y liofilizaron.

- Purificacién de Ole ¢ 1

El aislamiento de este alergeno se realiz6 segun el método descrito por Villalba y
col., [1990]. Asi el material liofilizado procedente de la extraccién salina de 3 g de polen
de olivo (Allergon AB) se aplicé en una columna de penetrabilidad en Sephadex G-75
(Pharmacia) equilibrada en bicarbonato amoénico 0.2 M, pH 8.0. Las fracciones que
:.':3._' contenian Ole e 1, se juntaron, se liofilizaron y se aplicaron en una cromatografia liquida
de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) empledndose como sistema de elucion un
gradiente lineal (0-60%) de acetonitrilo en 0.1% TFA.
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Purificacién de Ole ¢ 9

El material liofilizado procedente de una extraccion salina de 3 g de polen de olivo
(Biopol) se resuspendié en bicarbonato amoénico 0.2 M, pH 8.0 y se aplicé en una columna
de penetrabilidad en Sephadex.G—ISO (80 x 1.5 c¢m) equilibrada en el mismo tampon. El
flujo se fij6 en 30 ml/h y se recogieron fracciones de 3 mi. El perfil de absorbancia del
eluido a 280 nm se obtuvo en un espectrofotdmetro Beckman modelo DU-7 y el contenido
proteico de las fracciones se estudié mediante PAGE-SDS (12%). Las fracciones que
contenian la proteina de interés, se juntaron y se liofilizaron. A continuacion se realizé una
cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (HPLC-FR). La columna empleada
fue una Nucleosil C-18 (Scharlab) de 250 x 4.6 mm. El flujo se mantuvo a | ml/min y se
recogieron fracciones de 1 ml. Para la elucion de la proteina se aplicé un gradiente lineal
de acetonitrilo del 35% al 65% durante 30 min, en TFA al 0.1%. Las fracciones
correspondientes al alergeno se reunieron y se liofilizaron. Sin embargo, se observo, que
tras esta ctapa la proteina presentaba problemas de solubilidad por lo que se utilizaron otras
etapas alternativas para conseguir su purificacion.

Los lotes resultantes de dos cromatografias de penetrabilidad, se juntaron y se
resuspendieron en el tampén Tris-HCI 50mM, pH 7.5/ NaCl 2M para aplicarlos en una
columna de interaccion hidrofobica Phenyl-Sepharose CL-4B (Sigma) equilibrada en el
mismo tampén. Una vez aplicada la muestra, la columna se lavd, en primer lugar, con el
tapon de aplicacion y, en segundo lugar, con Tris-HCl 50 mM, pH 7.5/NaCl 0.5 M. A
continuacién se aplicé un gradiente continuo en Tris-HCl de NaCl 0.5 M aNaCl 0.0 M. La

elucion de Ole e 9 se realizo, en Gltimo término, con agua destilada.

CARACTERIZACION MOLECULAR
Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (PAGE-SDS)

La polimerizacién de los geles de poliacrilamida y el desarrollo de la electroforesis
se llevaron a cabo en un aparato Mini-Protean 1l de Bio-Rad. Se realiz6 en un sistema
discontinuo, de acuerdo al procedimiento descrito por Laemmli [1970]. Los geles tenian
0.75 mm de espesor, 7 cm de alto y 8 cm de ancho. Segin el caso, se emplearon sistemas
de 1, 10 0 15 pocillos. Se prepararon geles homogéneos al 15% y al 12% de poliacrilamida,
con un gel concentrante del 4% de acrilamida.

Las muestras de proteina se disolvieron en tampon de aplicacion afiadiéndose en
algunos casos 2-mercaptoetanol al 5%, en cuyo caso se calentaron a 80 °C durante 20 min
antes de su aplicacion en el gel. La electroforesis se llevé a cabo en un tampon compuesto
por Tris-base 25 mM, glicina 192 mMy SDS al 0.1%. Se aplico una intensidad de corriente
de 25 mA por gel, finalizando la electroforesis cuando el marcador azul de bromofenol

comenzaba a salir del gel.
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Las proteinas fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa o se

- detectaron mediante su tincién con azul de Coomassie o por deteccién argéntica. En el

primero de los casos los geles se incubaron en una disolucién de tincién que contenia azul
de Coomassie R-250 al 0.3% (p/v}), metanol al 45 % (v/v) y acético al 10% (v/v) [Fairbanks
y col., 1971]. El exceso de colorante se elimind por sucesivos lavados en 4cido acético al
7.5%. La deteccion argéntica de proteinas se empled en aquellos casos en los que debido
a una baja concentracién de proteina se requerfa una mayor sensibilidad de deteccion. El
protocolo empleado fue el descrito por Chelliah y Jones [1990]. Tras la fijacion del gel
durante 1 h en metanol 50%, acido acético 12%, 0.5 ml/l de formaldehido al 37%, se
realizaron tres lavados de 20 min con etanol al 50%. El gel se traté a continuacion durante
1 min con una disolucién de tiosulfato sddico pentahidratado (0.2 g/1) recién preparada. Los
restos se eliminaron mediante tres lavados de 30 segundos con agua destilada. A
continuacién, el gel se impregnd con una disolucién de nitrato de plata (2 g/1) v
formaldehido al 37% (0.75 ml/l) durante 20 min en constante agitacion. Tras realizar dos
lavados de 20 segundos en agua, se desarrolld el color mediante incubacién durante mas
de 10 min en una disolucion compuesta de carbonato sddico 60 g/l, formaldehido al 37%
(0.5 ml/l), tiosulfato sddico pentahidratado (4 mg/l). Una vez eliminada la disolucién de
tefiido mediante dos lavados de 2 min en agua destilada, la reaccién de revelado se detiene
por agitacion del gel durante 10 min en una disolucién de metanol al 50% y 4cido acético
al 12%. Por ultimo, con el fin de fijar el tefiido de las proteinas, el gel se incuba durante
mas de 20 min en metanol al 50%.

Como patrones de peso molecular en las electroforesis se emplearon las proteinas
presentes en el “kit” MW-8DS-70L. de Sigma.

Para la estimacion del peso molecular se representaron los logaritmos decimales de
los pesos moleculares de las proteinas utilizadas como patron, frente a su movilidad
electroforética relativa. La interpolacion en la recta patrén del valor correspondiente a la

proteina problema, proporcioné el peso molecular de la misma.

Transferencia electroforética

La transferencia de protefnas a membranas de nitrocelulosa (Amersham) se llevo
a cabo segun el procedimiento descrito por Towbin v col., [1979]. La transferencia se
ifealizé en tapon Tris-base 48 mM, glicina 30 mM, SDS 0.0375%, metanol 20% a una
ihtensidad de corriente constante de 1 mA/cm”® durante 1 h. Para comprobar la eficacia de
E?_‘ transferencia se utilizaron patrones de peso molecular de proteinas pretefiidas con azul
d_e_ Coomassie (Bio-Rad). La visualizacion de estos patrones en la membrana no requiere
de ningtin tratamiento adicional a la propia transferencia.
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Analisis de aminoacidos

El analisis de aminoécidos se llevd a cabo por hidrélisis de las proteinas en 0.2 ml
de HCI tridestilado azeodtropo 6 N conteniendo fenol al 0.1% (p/v) y norleucina (25
nmoles/ml) como estandar interno, en tubos cerrados a vacio a 110°C durante 24 horas.
Finalizado el proceso, las muestras se llevaron a sequedad, sometiéndose después, por dos
veces, a sendos lavados con 200 pl de agua destilada, seguidos del correspondiente secado.
Los hidrolizados fueron analizados en un equipo Beckman modelo System 6300 conectado
a un modulo de interfase analogica System Gold. A partir de los datos del analisis se
determind [a composicidon de aminodcidos en % molar asi como la cantidad de proteina
hidrolizada en cada caso.

El contenido en cisteina se determiné en forma de 4cido cisteico tras Ia oxidacién

de la proteina con acido perférmico [Hirs, 1967} antes de levar a cabo la hidrélisis.

Espectrometria de masas

La determinacion de la masa molecular de péptidos y proteinas se llevd a cabo
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. Las muestras se mezclaron con una
disolucion saturada de acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico en acetonitrilo acuoso al 30%
con TFA al 0.1%. La mezcla se depositd en el pocillo de un portamuestras de acero
inoxidable y se dejaron secar a temperatura ambiente. La determinacién de la masa
molecular se llevo a cabo empleando un espectrometro de masas de tiempo de vuelo Bruker
REFLEX 1. Los espectros fueron adquiridos como la suma de las sefiales idnicas
generadas por un laser N, a 337 nm, acumulandose 60 espectros. La precision en el calculo

de la masa molecular es mayor del 0.1%.

Deteccion de azdcares

Las glicoproteinas o glicopéptidos se detectaron sobre membranas de nitrocelulosa
[Hsi y col., 1991] después de su transferencia electroforética a partir de geles de
poliacrilamida o de suaplicacidn directa sobre dicha membrana. Estas se incubaron durante
1 h a temperatura ambiente con el tampon de blogueo (TBS/polivinilpirrolidona 2%). A
continuacidn, se incubd con la lectina Con A (10 pg/ml, Pierce) marcada con biotina, en
el tampodn de bloqueo durante 1 h. Después de lavar la membrana con TBS/Triton X-100
0.1%, se incubd con el reactivo avidina, conjugada con peroxidasa (BioRad), diluido
1/1000 en TBS/polivinilpirrolidona 1% durante 30 min. La lectina unida se detecto
ensayando la reaccién de la peroxidasa. Paraello, se sumergié la membrana en una solucion
de 3’-diaminobenzidina-HCI (DAB) a 0.3 mg/ml en PBS conteniendo un 0.05% de H,0,.

La reaccién se detuvo sustituyendo la disolucion de DAB Por agua destilada.
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Desglicosilacién enzimatica

Se realiz6 incubando la proteina disuelta a una concentracion de 1.5 mg/ml en Tris-
HCI1 100mM, pH 8.0 que contenia PMSF 1mM y n-octilglucédsido 1% (p/v), con la enzima
- péptido N-glicosidasa F (PNGasal) a una relacion enzima/sustrato de 6 unidades/mg de

': glicoproteina y la mezcla se incubo durante 18 h a 37 °C.

- Digestion con tripsina y separacion de péptidos

| La hidrolisis con tripsina de Ole e 9 se realizd a partir de la proteina liofilizada
- después del HPLC. El alergeno se resuspendio en bicarbonato amonico 0.2 M, pH 8.0 a una
~ concentracion final de 0.4 mg/ml, se sonicé durante unos segundos y se afiadid tripsina
tratada con TPCK (N-tosil-L-fenilalanilclorometilcetona) hasta alcanzar una relacion
© enzima/sustrato de 1/50 {p/p). La hidrolisis se llevo a cabo a 37 °C durante 3h.

_ La separacion de péptidos se llevd a cabo aplicando la muestra digerida en RP-
- HPLC. La columna empleada fue una Nucleosil C-18 (Scharlau) de 250 x 4.6 mm. Como
:;'_ sistema de elucion se empled un gradiente de acetonitrilo del 0 al 15% en 60 min y del 15%
~ al 60% en 90 min. El flujo se mantuvo a 1ml/min, recogiéndose los péptidos que fueran
© detectados, registrando su absorbancia a 280 y 214 nm.

Secuenciacion autom:tica de péptidos y proteinas

La secuencia NH,-terminal de péptidos y proteinas purificados se determind
. mediante degradacion automatica de Edman, en un secuenciador de fase gaseosa Applied
Biosystems modelo 477 A, utilizando el programa estandar, en presencia de polibreno [Tarr
-y col.,, 1978). Los derivados feniltiohidantoinicos (PTHs) de los aminoacidos fueron
identificados v cuantificados mediante un analizador de PTHs, modelo 120A, de la misma

 casa comercial [Hewick y col., 1981].

BUSQUEDA DE HOMOLOGIAS Y PREDICCIONES TEORICAS

Masa molecular y punto isoeléctrico

El calculo tedrico de la masa molecular y del punto isoeléctrico de Ole e 9 se realizo
a partir de su estructura primaria empleando el programa Multildent [Wilkins y col., 1998],
disponible en el servidor Expasy de Internet (http://www.expasy.ch).

Prediccion de regiones antigénicas
| La prediccion de los epitopos B a lo largo de secuencia de la proteina se llevé a cabo
mediante métodos que emplean pardmetros de hidrofobicidad [Kyte y Doolite, 1982] y
antigenicidad [Welling y col., 1985].
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Busgueda de homologia de secuencia y alineamiento con proteinas homélogas

La busgueda de similitudes de secuencia y el alineamiento de secuencias de
proteinas se reaizd consultando los bancos de datos SwissProt, Genbank y EMBL
[Altschul y col., 1997].

Estructura secundaria

Laprediccion de estructurasecundariade Ole e 9 serealizo apartir delaestructura
primaria y mediante la aplicacién de métodos estadisticos basados en la informacion
cristal ografica existente sobre proteinas globulares [Garnier y col., 1996].

Estructuraterciaria

La obtencion de un modelo tedrico de estructuraterciariapara Ole e 9 sellevé a
cabo empleando & programa Swiss-Model [Peitsch, 1995; Peitsch, 1996; Guex y Peitsch,
1997].

CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA
Espectros de absor cion ultravioleta

Laobtencién del espectro ultravioletade proteinas se llevd acabo en cubetas de 1
cm de paso oOptico, empleandose un espectrofotometro Beckman modelo DU-7.

Espectros de dicroismo circular

Los espectros de CD se obtuvieron en un dicrografo Jasco J-715 equipado con una
|amparade Xenodn de 150 W, aunavelocidad de barrido de 50 nm/min. Paralos espectros
enel UV lgano (250-190 nm) seemplearon cubetas cilindricas de cuarzo de 0.1 cm de paso
Optico, y una concentracion de proteina de 0.20-0.25 mg/ml en bicarbonato amonico 20
mM, pH 8.0, mientrasque en el UV préximo (320-250nm) se emplearon cubetasde 0.4 cm
y aunaconcentracion de 1 mg/ml en el mismo tampdn. Laconcentraci On exactade proteina
utilizada en cada experimento se determind mediante andlisis de aminoécidos de una
alicuota del medio.

Los valores de dlipticidad a cadalongitud de onda se expresaron como €lipticidad
molar por residuo de aminoécido, en grados x cm?x dmol . El peso molecular medio por
residuo de aminoécido que se considerd para este caculo se obtuvo a partir de la
composi cion de aminoéacidos de cada proteina. Laelipticidad molar por residuo se calcul6
apartir del registro de la elipticidad observada, segiin la expresion:

[0]\wr = 3300-SH-MWR/I-c
siendo:
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[0]ywr: €lipticidad molar por residuo

S: sensibilidad de deteccién del aparato

H: diferenciaen mm entrelalineabasey el espectro de lamuestra
MWR: peso molecular medio de cada aminoécido

|: paso Optico en cm

C: concentracion de proteina en mg/mli

Curvas de desnaturalizacion térmica

Con € fin de cacular la temperatura de desnaturalizacion de las proteinas, se
realizaron las curvas de desnaturalizacién térmica. Paraello, el dicrégrafo se conectd aun
bafio Neslab RTE-111 que control 6 latemperatura de la cubeta. Se midieron los cambios
en laeipticidad molar a222 nm en un rango de temperaturas entre 20 °C y 80 °C, siendo
el incremento de 30 °C/h.

Espectros de emisiéon de fluorescencia

Los espectros de emision de fluorescencia se han obtenido en un
espectrofluorimetro SLM Aminco 8000C (SLM Instruments), equipado con un arco de
Xenon de 450 W. Se emplearon cubetas de cuarzo de 0.2 cm de paso Optico de excitacion
y 1 cm de paso Optico de emision. La anchura de rendija fue de 4 nm. El voltaje de los
candes se gustd de modo que la sefid registrada estuviera dentro de los limites
recomendados por el fabricante. Entodos|os casos, |asefial de fluorescenciadelamuestra
se dividié por la sefial de emisién del cana de referencia, para corregir por posibles
variaciones debidas afluctuaciones en latension el éctrica. Los espectros de emision delas
proteinas seregistraron en un interval o de longitudes de onda comprendido entre 240-350
nm, tras excitacion a 275 nm. Latemperatura de la muestra se mantuvo constante a 20 °C,
mediante un bafio de agua circulante Polystat (Haber). Las proteinas se encontraban auna
concentracion de 0.20-0.25 mg/ml en tampoén bicarbonato amonico 20 mM, pH 8.0. Los
espectros fueron corregidos, tras sustraccion de lacorrespondiente lineabase, por el factor
de respuesta instrumental del aparato.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE Olee9

La actividad [-1,3-glucanasa se determind mediante un ensayo colorimétrico,
basado en lamedidadelos equival entes de glucosareducidosliberados durante lareaccion
enzimatica [Nelson, 1944; Somogyi, 1952]. Preparacion de | os reactivos.
Reactivo de Somogyi: 249/l de carbonato sodico anhidro, 12 g/l detartrato sodico potasico,
4 g/l de sulfato cuprico hidratado, 16 g/l de bicarbonato sodico, 180 g/l de sulfato sodico
anhidro El reactivo preparado se mantuvo una semana en oscuridad a 37 °C hasta su
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utilizacion.

Reactivo de Nelson: 25 g/l de molibdato amonico hidratado, 21 ml de écido sulfdrico
concentrado, 3 g/l de arseniato bisddico. El reactivo se guarda en frasco de topacio y se
mantiene a 37 °C durante 48 horas.

Paralos ensayos enzimaticos, se uso la enzima diluida a distintas concentraciones
en tampon acetato sodico 50 mM, pH 5.0, que contenia albumina de suero bovino (BSA)
400 pg/ml. A esta solucién se le afiadio € sustrato, laminarina del microorganismo
Laminaria digitata (Sigma) a una concentracion final de 2 mg/ml y se incub6 a 37 °C
durante distintos tiempos. Lareaccion se par6 afiadiendo 100 ul del reactivo Somogyi, las
muestras se incubaron a 100 °C (en bafio de agua) durante 15 min, y €l desarrollo del color
se consigui6 afadiendo 100 ul del reactivo Nelson. Por dltimo, se afiadié agua destilada
hasta completar € volumen a1ml y se realizaron las mediadas de absorcion a 540 nm en
un espectrofotdmetro Beckman model o DU-7. En todos | os ensayos se construy6 unarecta
patrén con una solucién de glucosa.

CARACTERIZACION INMUNOL OGICA
Enzimoinmunoensayo (EL1SA) indirecto

Todoslosensayos sellevaron acabo en placas Costar de 96 pocillosdefondo plano
y de dta capacidad de union. Para cada punto se utilizaron un minimo de dos
determinaciones independientes.

Se tapizan las placas con 100 pl por pocillo de una disolucion del antigeno (1
pg/ml) en PBS, pH 7.2, incubandose a4 °C durante 12-16 h, o bien durante2h a37°C. A
continuacion se lavan los pocillos con PBS/Tween-20 0.5% y se bloquean los sitios de
union inespecificos con 200 pl de tampon de saturacion (PBS/Tween-20 0.1%/leche en
polvo 3%) durante 2 h a 37 °C. Después se incuban |as placas en e tampon de saturacion
(100 pl/pocillo) con e anticuerpo (usado adistintasdiluciones) durante 1 h o conlossueros
(diluidos 1/10) durante 2h. Tras un nuevo lavado, seincubaron las placas durante 1 h con
el segundo anticuerpo (100 ul/pocillo) en el tampdn de saturacion diluido alamitad con
PBS. Para el suero de conegjo se us6 como segundo anticuerpo una dilucion 1/3000 de
GAR-HRP, paralos anticuerpos monoclonales se utilizé una dilucién 1/5000 de GAM-
HRP, y en € caso de suero humano (pacientes aérgicos) se empled un anticuerpo
monoclonal anti-lgE humana obtenido en raton (1/5000). En este Ultimo caso, se debe
realizar una Ultima incubacion con GAM-HRP (1 h a 37 °C). Después de lavar
exhaustivamente las placas, se afiadio €l sustrato delaperoxidasa, o-fenilendiamina(OPD,
0.63 mg/ml) en citrato sodico 0.1 M, pH 5.0, con 4% de metanol y un 0.2% de H,0, (100
ul/pocillo). Lareaccion se detuvo con 100 ul de écido sulfurico 3 N. Lalecturadedensidad
oOpticade cadapocillo a492 nm serealiz6 en un lector de ELISA Titertek Uniskan Il (Flow
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Labs.).
Ensayos de inhibicion

Se preincubaron mezclas de anticuerpo o0 suero junto con distintas diluciones del
antigeno que se queria usar como inhibidor. La dilucion del anticuerpo utilizada
correspondia a la concentracion del mismo necesaria para que en su titulacion mediante
ELISA indirecto ladensidad Opticafuese de 0.5-1.5. Estasincubaci ones se mantuvieron en
agitaci on suave atemperaturaambiente durante 2 h y transcurrido ese tiempo se afiadieron
alosdistintos pocillos previamente tapizados y saturados segun el procedi miento descrito
en el apartado anterior. A continuacion seincubd laplacadurante 1 h (6 2 h en e caso de
la union de IgE) a 37 °C y se continud de formaidéntica a como se ha descrito para el
ELISA detitulacion.

Los resultados obtenidos se expresaron como porcentgje de inhibicién producido
frente a concentracion de inhibidor, estimandose de acuerdo a la siguiente expresion:

% Inhibicion = 100 [1- (DO, .- DO,2rco)/(DO1ax - DOyyanco)]
siendo:
DO, Densidad Optica observada a 492 nm para lacorrespondiente
concentracion de inhibidor.
bianco- DENSIdad Opticaa492 nm en los pocillosen losque e tapizado inicia se
ha hecho con PBS en lugar del aergeno.

DO

DO,,: Densidad optica a 492 nm en aquellos pocillos en los quelas
coincubaciones se hacen en ausencia de inhibidor.

I nmunodeteccion de proteinas transferidas a membranas de nitrocelulosa

Después de la transferencia de las proteinas desde € gel de poliacrilamida a la
membrana de nitrocelulosa, ésta se incubd 1 h a temperatura ambiente en tampdn de
saturacion. Seguidamente, se afiadio el suero o anticuerpo diluido en el mismo tampén y
seincub6 1 h (2 h en el caso de que se quieradetectar union IgE) atemperatura ambiente.
Después de lavar la membrana con PBS/Tween-20 0.1%, se incubd durante 1 h a
temperaturaambiente con € segundo anticuerpo correspondiente. En el caso deladeteccion
delgE, y a igua que en ELISA, fue necesaria unaincubacion adicional con GAM-HRP.
Tras un nuevo lavado exhaustivo de lamembrana, €l revelado se llevo a cabo ensayando
la actividad peroxidasa mediante e método quimioluminiscente del ECL (Amersham),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

L os experimentos de inhibicion se realizaron segun el procedimiento descrito para
el ELISA de inhibicion, sustituyendo las placas de poliestireno por las membranas
correspondientes.
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Prueba cutanea (Prick-Test)

Los ensayos de prick-test se realizaron por duplicado mediante dos punciones en
€l reverso del antebrazo de |os pacientes. Como control positivo se usd una disolucion de
histamina 10 mg/ml y como control negativo suero salino fisiol6gico. Serealizaron cuatro
diluciones seriadas del aergeno (factor de dilucién 10), partiendo de unadilucién inicial
1 mg/ml derOlee 1. Tras 15 min se midieron los maximos diametros, longitudinal (D) y
transversal (d) del halo de respuesta. La superficie del mismo se calcul 6 seguin laformula
[(D+d)/2) Las éareas de | as pdpul as consideradas positivas fueron > 9mn,
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EXPRESION DEL ALERGENO Olee 1 EN PICHIA PASTORIS

En la primera etapa, este trabajo de investigacion estuvo enfocado a la puesta a
punto de la tecnologia requerida para €l uso de un sistema de expresion heterélogo
eucariontecomo eslalevaduraPichiapastoris paraproducir proteinasrecombinantes. Con
ello se pretendia cubrir dos objetivos. B primero de ellos, produdr alergenos que ya se
habian tratado de expresar con un éxito limitado en el sistema bacteriano de E. coli, como
erael caso de Ole e 1 La expresion de la glicoproeinaOle e 1 en E. coli, dio6 lugar ala
obtencién de la proteina recombinante pero los niveles de produccion fueron minimos lo
gue restaba utilidad a la proteina. Esto podia deberse a la presencia de modificaciones
postraduccionalesy a una complejatrama de puentes disulfuro necesaria para su correcto
plegamiento y, por tanto, para mantener sus propiedades antigénicas y aergénicas. El
segundo proposito era la utilizacion de este sistema para producir recombinantes de
alergenosdealto peso molecular cuyo complejo plegamientorequeririael usodeunsistema
mas sofisticado y menos algjado filogenéticamente de las proteings.

Olee 1, dergeno principa del polen de olivo, parecia, por tanto, ser el candidato
mas idoneo para abordar su expresion en el sistema eucarionte de la levadura Pichia
pastoris.

Clonajey expresion deOleel

1 10 20 30 40 50 60 70
deel EDVPQPPVSQFHI QGQVYCDTCRAGFI TELSEFI PGASL RLQCKDKENGDVTFTEVGYTRAEGL YSMLVERDHK
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Figura 3: Secuencias aminoacidicas deducidas de los clonesde cDNA de Ole e 1, comparadas con lade
aminoécidos de Ole e 1 determinada experimental mente mediante degradacién de Edman.
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De todas las isoformas que presentaOle e 1, se escog 6 aquella codificada por €l
clon 3c (figura 3), ya que su secuencia deducida es la que mejor representa al aergeno
purificado del polen [Villalbay col., 1994].
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Figura 4: Estrategia del clonajey expresion del alergeno Ole e 1. El gel muestrael fragmento de PCR; M,
patrones de tamafio conocido; OL 1, cDNA codificante de Ole e 1. Sitios de restriccion: X, Xhol; E, EcoRl.
ApR, gen de resistencia a ampicilina; AOX1, gen codificante de la enzima alcohol oxidasa; HIS4, gen
codificante de la enzima histidinodiol deshidrogenasa.
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Laestrategiadeclongjede Ole e 1 se muestraen lafigura4. Laregion codificante
fue amplificada por PCR usando como molde el plasmido pGEX-2T/Oleel y los dos
oligonucledtidos correspondientes a la secuencia NH,-terminal y COOH-termina dela
proteina descritos en materiales y métodos. rOL1-1 y rOL1-2, respectivamente. El
fragmento de DNA purificado se trat6 con la enzima T4 DNA polimerasa, para generar
extremos romos y después con la enzima T4 polinucledtido quinasa, para fosforilar €l
extremo5'. A continuadén, seclond en el sitio Smal del plasmido desfosforilado pUC18.
Esta construccion fue utilizada para transformar células de E.coli DH5 F. Se
seleccionaron algunos de los clones obtenidos, y fueron secuenciados paracomprobar que
no se habia producido ningn cambio en la secuencia nucleotidica

La construccion del plasmido recombinate pPIC9/Oleel se realizo insertando €l
fragmento de DNA resultante de la digestion de la construccién pUC18/Oleel con las
enzimas Xhol y EcoRI en los mismos sitios dd plasmido pPIC9 previamentedigerido de
forma que el gen de Ole e 1 queda a continuacion del promotor AOX1, inducible por
metanol. Para que se produzca la insercién del DNA en el genoma de la levadura es
necesario que el DNA esté linearizado. Asi, esta construccionse digirié con laenzimade
restriccion Bglll. El fragmento mayor obtenido trasladigestion del pléasmido, que contenia
el gendeOlee 1, se purifico y se utilizo paralatransformacion de células deP. pastoris
GS115, utilizando el método del acetato de litio. De estamanera el plasmido linearizado
serecombinay seinsertaen el genomadeP. pastoris

L ascol oniastransformantessel eccionadas, que mostraron un fenotipo M ut®, esdecir
gue el gen a expresar se habia recombinado con el que codifica AOX1, se indujeron con
metanol y se testd la produccién de proteina a partir de ellas. Se tomaron muestras del
cultivo adistintos tiempos (0, 24, 48, 72y 96 h) y se analizo €l nivel de expresion (figura
5A). Aunquetras 24 h deinduccion yase puede observar unabandaen PAGE-SDSconuna
masa molecular aparente de 20.5 kDa, la maxima produccién se consigue alas 96 h. Para
confirmar quelaproteinaexpresadaeraOlee 1, setransfirieron las muestrasa membranas
de nitrocelulosay se llevé a cabo una inmunotincion con dos anticuerpos monoclonales
especificos de Ole e 1, uno de ellos, OL6 reconoce exclusivamente a la proteina nativa,
dando unareaccion positiva(figura5B). Unavez escogidas|as condiciones decrecimiento
einduccion delas células, se selecciono para €l aislamiento de la proteinaaquellacolonia
con la que se obtenia un mayor rendimiento (60 mg del alergeno por litro de cultivo
celular).
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Figura5: Expresion de rOle e 1 a distintos tiemposde induccién del cultivo, analizados mediante la tinciéon
con azul de Coomassie (A) y por inmunotransferencia con dos monoclonales (OL 3y OL6) obtenidos frente

anOleel (B). N, nOleel; M, patrones de masa molecular conocida.

Aislamiento del alergeno recombinanterOleel

Como se ha mencionado en el apartado de materiales y métodos, este sistema de
expresion permite la obtencién de la proteina como producto de secrecién. Este hecho
facilitd notablementesu purificacion, yaqueP. pastorissecretaun numero pequefio de sus
proteinasnatural esy en bajaconcentracion. Dicho aislamiento sellevo acabomediantedos
etapas cromatogréficas, posteriores ala didisis del medio extracelular para eliminar los
contaminantes de masa molecular pegquefia presentes, entre los que cabe destacar
pigmentos, lipidosy carbohidratos que contiene el medio deinduccion cdular. La muestra
se aplico primeramente en una columna de intercambio i6nico en DEAE-celulosa y la
proteina se eluy6 con un gradienteen bicarbonato amdnico pH 8.0. El perfil de elucion se
registré mediante absorcién ultravioletaa 280 nm y las fracciones se analizaron mediante
electroforesis en PAGE-SDS (15%) (figura 6A). El alergeno recombinante eluye en €
gradiente a una fuerza i6nica de 0.18 M. Las fracciones que contenian el alergeno
recombi nantepresentaban como principal contaminante unaproteinade alto peso molecular
procedente de la secrecion de las células de P. pastoris, por 1o que en segundo lugar se
aplicé una cromatografia de penetrabilidad en Sephadex G-75, cuyo perfil de elucién se
representaen el panel B de dichafigura.

El andlisisel cetrof oréico delasdistintasfracciones obteni dasdespuésde cadaetapa
de purificacion derOle e 1 se muestraen lafigura 6C. El rendimiento de la produccion es
de 25 mg del alergeno recombinante puro por litro de cultivo celular.
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Figura 6: Andlisis de las etapasde purificacion del alergeno recombiante rOle el. (A) Perfil deelucionde
la cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-celulosa. Se incluye el andisis mediante PAGE-SDS y
tinciéon con azul de Coomassie del lote que contienen dichas fracciones. (B) Perfil de elucién de la
cromatografia de penetrabilidad en Sephadex G-75. La absorcién de las fraccionesdel eluido se registro a
280nm. Lasfraccionescorrespondientesa rOle e 1 semarcan con unalineagruesa.(C) AnalisisenPAGE-SDS
delapurificacion derOle e 1, despuésdeladidlisis,carril 1;después de lacromatografiaen DEAE-celulosa,
carril 2; y rOle e 1 purificada después del Sephadex G-75, carril 3. N, nOle e 1; M, marcadores de masa

molecular.

Lahomogeneidad derOle e 1 después de esta segunda etapade purificacion quedo
demostrada con € pico tnicoy simétrico que se obtuvo en lacromatografia en RP-HPLC
en fasereversautilizando un gradiente de acetonitrilo del 0 a 60% en 0.1%TFA (figura?).
En las mismas condiciones se aplicd una muestrade nOle e 1. En el perfil de elucion, se
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puede observar lahomogeneidad derOlee 1 (clon 3c) comparadacon €l polimorfismo que
presentanOlee 1. Dicho polimorfismo explicalaexistenciade un nimero deisoformascon
distintas composiciones aminoacidicas|o cual repercuteen lostiempos de elucion de cada
unade ellas, de forma gque en un gradiente de acetonitrilo suficientemente extendido, se
observala aparicion de varios pios.

Figura 7: Perfil de elucion denOlee 1 (N) y rOlee 1 (R) en RP-HPLC (columna Nucleosil C,g).

Caracterizacion molecular derOleel

El aergeno recombinante, rOle e 1, presenta una masa mol ecular aparente de 20.5
kDa, valor ligeramente superior que el de laformaglicosilada del alergeno natural nOlee
1(20.0kDa) y significativamente mayor queel delaformano glicosilada(18.5kDa). Para
explicar estas diferencias, se analizd la presencia de azlcares en rOle e 1 mediante la
reaccion de la proteina, trasferida a membrana de nitrocelulosa, con lalectina ConA, que
se une especificamente a restos de manosa. Como se muestraen lafigura 8A y comparada
con latincién denOlee 1, lareaccion derOle e 1 fue positiva. Lareaccion con Con A de
nOlee 1 muestrados bandas que difieren en su grado de glicosilacién, unase corresponde
alaformaglicoslada de 20.5 kDay la otra con laformade 22 kDa que consiste en una
estructura con un mayor contenido en carbohidratos. Para confirmar que la diferencia de
masa molecular entrerOlee 1y nOle e 1 era exclusivamente debido al azlcar, sellevoa
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cabo la desglicosilacién de ambas prateinas con la enzima endoglicosidasa, PNGasa F. El

analisismediantePAGE-SDSdelas proteinas desglicosiladas muestraque ambas presentan
lamisma movilidad electroforética mostrando una masamolecular aparente de 18.5 kDa
(figura8B). Como se observa en el carril 2 de lafigura 8B, €l tratamiento de la proteina
natural conduce a unainversion del patron electroforético con respecto d de la proteina
nativa, no produciéndose la desglicosilacion total de lamisma. Este hecho es debido aque
laenzimaPNGasaFhidrolizalosenlaces 1 N entrelaGIcNAcinternay laAsndela
cadena polipeptidica, con la excepcion de aquellas estructuras glicosidicas que contienen
unresiduo defucosa 1 3unidoalaGIcNAcinterna[Tretter y col., 1991], como esel

caso deOlee 1.

Figura 8: (A) Reaccion con Con A denOlee 1l (1) y rOle el (2). (B) PAGE-SDS y tincién con azul de
Coomassie de los alergenosrOlee1 (1) y nOlee 1 (2), tratados (+) y sin tratar (-) con la enzima PNGasa F.

M, marcadores de peso molecular; * movilidad electroforéticade la forma desglicosiladade Ole e 1.

Paraconfirmar estosresultados, sellevo acabo d analisismediante espectrometria
demasasderOlee 1 sintratar y tratada con PNGasaF. Como muestralafigura9, laforma
desglicosilada muestra un solo pico homogéneo de 16 372 Da mientras que laforma sin
desglicosilar muestra cuatro picos diferentes entre 18 226 y 18 702 Da. La diferencia de
masamolecular entre cadaespeciey la siguiente es de 160 Da, lo cual se corresponde con
la masa molecular de un residuo de manosa. Este resultado demostraria la existencia de
variasformas de rOlee 1 con diferentes grados de glicosilacion: 18 226, 18 381, 18 534y
18 702 Da que se corresponderian con la masa de la cadena polipeptidica més
Man,GIcNACc,, Man,,GIcNAc,, Man,,GIcNAc, y Man,,GIcNAC,, respectivamente. Es un
hecho constatado y descrito en la literatura que las proteinas secretadas por P. pastoris
presentan oligosacaridosunidos a Asn que presentan un patron Man, ,,GICNAC, [Trimble
ycol.,1991; Mieley col., 1997]. Dicho patron de glicosilacion, rico en manosasy bastante
conservado, seconfirmaen el alergeno recombinante Oleel. En cualquier caso, lalongitud
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de las cadenas del grupo glicosidico queP. pastorisune alas proteinas (8-10 azlicares) es
mucho menor que & quetiene lugar en S. cerevisiae (>50 unidades de azlcar) [Grinnay
col., 1989; Tschopp y col., 1987]. Ademas el polisacarido no tiene las uniones terminales
del tipo 1,3 que produce S. cerevisiaey que pueden ser antigénicas [Creggy col., 1993;
Romanosy col., 1992]. Esto hace de P. pastoris un sistema mucho més adecuado que S
cerevisiae para expresar proteinas que contengan sitios de glicosilacion.
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Figura 9: Espectrometria demasas de rOle e 1 antes(A) y después (B) de sutratamiento con PNGasa F.

Se han utilizado otros métodos analiticos para evaluar la pureza de rOle e 1, asi
como su similitud con nOlee 1. Se han comparado las composi ciones de aminoacidos de
los dos adergenos obtenidas por hidrdlisis &cida y andiss automético (tabla 8). La
composicion experimental derOle e 1 segjustaperfectamentealadeducidadd clon 3c, lo
que es otro dato afavor de la pureza de la muestra. Las pequefias diferencias encontradas
entre el alergeno natural y el recombinante deben atribuirse a polimorfismo delaproteina
natural.

Por otro lado, se secuenciaron por degradacion de Edman, cuatro péptidos
resultantes de la digestion triptica de rOle e 1, asi como su extremo N-terminal. Las
secuenciasde aminoéci dos obteni das se corresponden conlas esperadas paral as posiciones
1-7, 41-52, 61-71, 116-124, y 126-130: EDVPQPP, LQCKDKENGDVT,
AEGLYSMLVER, TVNPLGFFK,y EALPK, respectivamente. Otro dato mésafavor tanto
de la pureza como de la calidad del alergeno recombinante producido enP. pastoris.
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Tabla 8: Composicion de aminoacidos derOlee 1y nOlee 1

purificadas, ad como del clon secuendado.

Aminoéacido nOlee 1? rOlee1’ clon 3c°
Cys 6 6 6
Asx 14 14 14
Thr 11 11 11
Ser 7 7 7
Glx 18 18 18
Pro 10 10 10
Gly 11 12 11
Ala 6 6 5
Val 8 10 10
Met 3 3 3
lle 7 7 7
Leu 11 11 11
Tyr 5 4 5
Phe 8 7 8
His 2 3 2
Lys 11 9 10
Arg 6 6 6
Trp 1 1 1

Total 145 145 145

2Villalbay col.[1993]
b Calculado basandose en la masa molecul ar

¢ Deducido de lasecuencia de nuclebtidos

Caracterizacion espectroscopicaderOleel

Uno de los mayoresinconveni entes en laobtenci 6n demol écul as recombinantes es
gue no siempre se obtiene una mol écula con unaestructuratridimensional equivalenteala
delaproteinaobtenidadelafuente natural. Este hecho repercute de maneradecisivaenlas
caracteristicas funcionales de los alergenos, que necesitan un correcto plegamiento para
conservar las propiedades alergénicas y artigénicas.

Paraestudiar €l plegamientoderOlee 1, sehanobtenido susespectrosdedicroismo
circular en el UV lgano (190-250 nm) y en el praximo (250-340 nm) y se han comparado
conlosdel alergeno natural. Como seobservaenlafiguralOA yB, no hay diferenciasentre
ellos, no sdlo en laforma del espectro sino también en los valores de elipticidad molar.
Comoyasehadescrito paranOlee1[Villalbay col., 1993], apartir del espectroenel UV-
legjano se puede deducir la estructura secundaria del alergeno: 21% hélice , 21% lamina

, 27 % giros 'y 31% de conformacion aperiddica. El espectro en el UV-proximo solo
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presenta una banda negativa centrada a los 287 nm, correspondiente al Unico residuo de
tript6fano delamol écula. También se han analizado los espectros de fluorescenciaderOle
elynOleel (figural0C). Ambostienen curvassolapantes|o que confirmaque no se ha
producido ningun cambio en el entorno del Trpni end deningunadelas5 Tyr que posee
Ole e 1. Todos estos resultados indican que e alergeno recombinante presenta un
plegamiento correcto tanto a nivel de estructura secundaria como a nivel de estructura
terciaria

Figura 10: Andlisis espectroscopicodenOlee 9 (—) yrOlee 9 ( ). Espectrosde CD en el UV legjano (A)
y en el préximo (B). Los valores se expresan como elipticidad molar por residuo, en grados x cm?x dmol™.
(C) Espectros de emision de fluorescencia obtenidos tras ex citar la muestra a 275 nm.

Caracterizacion inmunologicaderOlee 1

Lacapacidad de unir 1gG elgE deformaequivalentea dergeno natural esun punto
clave en la caracterizacion de rOle e 1. Por tanto, se ha ensayado, mediante
inmunotransferencia, el reconocimiento de cuatro anticuerpos monoclonales obtenidos
frente anOle e 1 (figura 11A). Para ello se ha empleado el aergeno recombinante y €l
natural, este Ultimo reducido y sin reducir con -mercaptoetanol y tratamiento térmico a
100°C. Se observa que todos ellos se unen de igua forma a los dos alergenos en
condiciones no reductoras. Sin embargo, los tres Ultimos no reconocen nOle e 1
desnaturalizada. Estos resultados nos indican que rOle e 1 mantiene los determinantes
antigénicosy, por tanto, la conformaci on nativa necesaria para unirsea estos anti cuerpos.
L os mismos resultados se han obtenido cuando se ha ensayado la capacidad deunién aun
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anticuerpo policlonal obtenido frente a nOle e 1 (figura 11B) que muestra la misma
reactividad frente anOle e 1 que frente arOle e 1, asi como frente a una mezcla de cinco
sueros de pacientes alérgicos a polen de olivo (figura 11C) lo que demuedra que ambas
proteinas mantienen la misma capacidad para unir IgE.

Figura 11: Inmunodeteccion derOlee 1 (R), nOle 1 (N) y nOle e 1 desnaturalizada por tratamiento térmico
a90° en presenciade -ME (D), con cuatro anticuerpos monoclonales, OL1, OL2, OL3y OL4 (A); con un
anticuerpo policlonal (B) y con una mezcla de sueros de pacientes alérgicos al polen de olivo (C).

LauniondelgearOlee 1yanOlee 1 se midiodeforma cuantitativamediante un
ensayo detitulacion (figura12) asi como mediante ensayos deinhibicion en ELISA (figura
13) usando la mezcla de cinco sueros de pacientes a érgicos a olivo usada anteriormente
para ensayos de inmunotransferencia.

En los ensayos de inhibicion se tapizd con una u otra proteina y se inhibid
alternativamente con las dos. Ambos dergenos presentan, practicamente la misma
capacidad para inhibir la union de anticuerpos IgE a otro, indicando que son
inmunol ogicamente equivalentes, y que ambas formas son capaces de saturar |0s epitopos
IgE de la otra. Las minimas diferencias observadas podrian atribuirse al polimorfismo
(alguna de las posiciones heterogéneas podrian estar implicadas en e reconocimiento
especifico por parte de IgE de pacientes) que presentalaproteinanaturd frentealaespecie
Unica gque constituye la forma expresada. Por otro lado, se ha demostrado que el
oligosacé&rido de Ole e 1 presenta actividad antigénica y alergénica, siendo capaz de
provocar la liberacion de histamina en los pacientes a érgicos [Batanero y col., 1994a;
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Bataneroy col., 1999], aunque rOle e 1 contiene un componente glicosidico, éste no tiene
lamismaestructuraque ladel azlcar presente en laformanatural, |o que presumiblemerte
disminuiria el reconocimiento de aquellos pacientes que posean IgE frente a azUcar.

Figura 12: Curvas deuniénde IgE de unamezclade

sueros de pacientesalérgicosanOlee 1 yrOle el.

Figura 13: Curvas de inhibicdén en ELISA delauniéondelgE arOlee 1l (A)y anOle e 1 (B) adsorbidos a
poliestireno utilizando como inhibidoresnOlee 1y rOlee 1.

Pruebas cutaneas (prick-test)

Unavez comprobado querOle e 1 tiene lamisma capacidad paraunir IgE e IlgG in
vitro que nOle e 1, quedaba por evaluar la actividad inmunolégica de rOle e 1 en una
poblacién de pacientes alérgicos a olivo usando diagndstico cutaneo (prick-test).
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Tabla 9: Valores de union de IgE especificaanOlee 1y arOle e 1 obtenidos mediante ELISA y prueba

cutanea.
Paciente rOle el prueba cutanea* ELISA**
0.1 g/mi 1 g/mi 10 g/ml 100 g/ml nOleel rOleel

1 90 211 1.35 1.17
2 64 82 2.5 25

3 77 157 1.91 1.77
4 17 10 77 241 0.39 0.34
5 69 222 1.27 1.25
6 77 156 2.5 2.5

7 15 15 57 196 1.02 0.72
8 46 272 0.10 0.12
9 9 28 36 134 0.76 0.66
10 52 81 0.49 0.45
11 64 170 0.36 0.31
12 36 155 1.23 1.22
13 69 197 0.18 0.16
14 109 100 0.23 0.25
15 100 649 0.05 0.04
16 18 24 197 2.07 1.97
17 12 106 207 0.36 0.29
18 14 23 204 0.58 0.46
19 61 164 0.17 0.14
20 158 385 0.73 0.60
21 50 90 0.44 0.38
22 53 104 0.23 0.20
23 52 105 2.43 2.18
24 39 165 0.29 0.24
25 61 122 0.53 0.46
26 138 253 0.16 0.15
27 58 127 0.28 0.25
28 129 676 0.26 0.22
29 68 212 0.11 0.09
30 45 121 0.14 0.14
31 77 68 0.64 0.56
32 49 116 1.73 1.54
33 42 336 25 2.5

* mediadel area de lapéapulaen mm?
** unidades de DO (492nm)
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Para llevar a cabo este experimento se han utilizado sueros de 33 pacientes que
padecianrinitisy/o asmay que en pruebas cuténeas daban positivo a extractototal deolivo
y anOle e 1. Los resultados de las pruebas se muestran en la tabla 8 donde se puede
observar quetodos|os pacientesreaccionan frentearOleel, aunque adistintas diluciones.
Entre ellos, 3 pacientes (9%) reaccionan a0.1 g/ml, 6 pacientes (18%) reaccionaron a 1

g/ml (9%) y los 24 pacientes restantes (73%) mostraron unarespuestapositivaal0y 100
g/ml. Estos resultados demuestran que la precision en el diagndstico de pacientes
alérgicosaOle e 1 esdel 100% cuando se utiliza €l aergeno recombinante

Mediante un ensayo en ELISA sehaanadizado launion de g anOleelyarOle
e 1 del suero de los mismos pacientes usados en la prueba cutanea (tabla 9). Aunque con
la mayoria de los sueros, los valores de densidad Optica obtenidos para rOle e 1 era
ligeramenteinferior quelosobtenidosparanOlee 1, comoseobservaenlafigural4, existe
una correlacion lineal entre los valores obtenidos para ambas formas del alergeno. Las
diferenciasobservadas podrian deberse al polimorfismo delaformanatural y/o laausencia
enrOle e 1 del epitopo presente en el componente glicosidico de nOle e 1.

Figura 14: Andidsdelosvaloresde DO obtenidosmedianteensayo de ELISA de launion de IgE de sueros

de pacientes alérgicos al polen deolivoanOleelyarOlee 1.

Los resultados que se han obtenido en estos ensayos dinicos demuestran que la
forma recombinante de Ole e 1 expresada en P. pastoris tiene una actividad aergénica
comparable a la de la forma natural, siendo su uso igualmente eficaz y seguro en la
poblacion estudiada, quedando asi, demostrada su eficiencia en e diagnostico de los
pacientes alérgicos.



RESULTADOSY DISCUSION 63

Durante los ultimos afios, se han realizado numerosos estudios que sugieren que
todos aquellos aergenos recombinantes obtenidos utilizando sistemas de expresion
adecuados a sus caracteristicas mol ecul ares pueden ser empleados en €l diagndstico delas
personas alérgicas al polen, acarose himendpteros[Valentay col., 1998a; Scheiner y col.,
1995]. Sinembargo, tan sol o algunosal ergenos han sido validados mediante pruebacutanea
en una poblacion de pacientes al érgicos, como por giemplo, los alergenosrBet v 1y rBet
v 2, del polen de abedul [Pauli y col., 1996], rDer p 2 del acaro del polvo D. pteronyssinus
[Lynchy col., 1994],rApi m 1 del veneno deabeja[Mullery col., 1995] y los alergenos de
Aspergillus fumigatus: rAspf 1 [Mosery col., 1994 ]y rAsp f 3[Hemmanny col., 1998].

Laprecision del test empleando alergenos recombinantes meorara notablemente
tantod diagndstico, CRD (Component Resolved Diagnostic), comolainmunoterapiaCRIT
(Component Resolved Immunothergpy) [Vaenta y col., 1999] de las enfermedades
alérgicas. Durante los Ultimos afios, numerosos estudios han demostrado |as ventajas del
uso de alergenos recombinantes en el diagndstico ya que permite determinar de forma
individualizadalos a ergenoshacial osque cedapacientepresental gk, asi como cuantificar
los niveles de anticuerpos que presenta. En un futuro no muy lgjano, lafinalidad dltima,
graciasaladisponibilidad de alergenos recombinates, sera el disefio de unainmunoterapia
especifica, 1o que implica el uso de una combinacion hecha con nimero adecuado de
alergenos frente a los cuales cada paciente presente IgE, o bien d disefio de vacunas
universales que cubran todos | os epitopos presentes en cada extracto alergénico.

Determinacion preliminar delaestructurade Olee 1 por cristalizacion y difraccion
derayos X

Para la determinacion de la estructura tridimensional de una proteina tanto por
difraccion por rayos X como por resonancia magnético nudear, es necesarialautilizacion
deunaaltacantidad de unatnicaformamolecul ar delaproteina(variosmg). En numerosas
ocasiones, esto no es posible paralos alergenos obtenidos de su fuente natural, ya que tan
solo se pueden obtener en cantidades limitadas, unido a que muchos de ellos son
polimérficos. Gracias a la obtencion de los alergenos como formas recombinantes
producidas en grandes cantidades'y con propiedades estructural es equivaentesalasdelos
alergenosnatural es, seraposi bleladeterminacion delaestructuratridimensional demuchos
deellos.

Laproduccién de Ole e 1 en P. pastorisha permitido la obtencién de altos niveles
del alergeno principal del polen deolivo que conservaintactas sus propi edades anti génicas.
Ademés se trata de una mol écula homogéneay perfectamente definida a nivel molecular,
algo imposible de obtener a partir de su fuente natural ya que d aislamiento de Olee 1
conllevalaobtencion de un elevado nimero de variantesy la purificacionde cadaisoforma
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es, en lapractica, imposible.

Se han obtenido cristales de rOle e 1 (figura 15), lo cua apoya e perfecto
plegamiento del alergeno recombinante. Sin embargo, los cristales obtenidos, por €l
momento, no han sido capaces de difractar, 10 que posiblemente pueda atribuirse a la
presencia del azucar.

Figura 15: Fotografia tomada a los cristales obtenidos por los Dtores Martin Martinez-Ripoll y Armando
Albert [Martinez-Ripoll y col., 1998].

A lavista de todos los resultados presentados, se puede concluir que €l alergeno
recombinante obtenido con un alto rendimiento (25mg/I de cultivo) en P. pastorisexhibe
los epitopos alergénicos y antigénios de la forma natural gracias, por otra parte, a su
correcto plegamiento, demostrado mediante su estudio espectroscopico. Por tanto, este
alergeno recombinante conserva las propiedades inmunol 6gicas dela proteina natural por
lo que podria ser empleado en clinica con fines de diagnosis y terapia.

Olee1 habiasido expresado previamente en E. coli empleando el plasmido pGEX-
2T obteniéndose como proteina de fusién unida a la enzima glutatiéon S-transferasa
[Villalba y col., 1994]. Aunque el aergeno recombinante mantenia las propiedades
inmunoldgicasde laformanatural, e rendimiento de laproduccién fue bajo obteniéndose
tan s6lo 200 g de la proteina por litro de cultivo celular. Estos niveles tan bagjos en la
produccion de Ole e 1 se pueden explicar si tenemos en cuenta que las bacterias, a
diferenciade las levaduras, no poseen un citoplasma oxidante y carecen de las enzimas
(disulfuroisomerasas) encargadas deformar lospuentesdisulfuro correcos. Por estarazon,
las proteinas expresadas en E. coli son producidas en cuerposdeinclusiény tienen que ser
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replegadasapartir de suformainsol uble, o que le convierte en un sistemainadecuado para
la produccion de proteinas que, como Ole e 1, tengan puentes disulfuroy laformacion de
éstos sea necesariaparasu correcto plegamiento. El resultado,y uno delosmayoreslimites
deestesistemna, esel bajo rendimiento enlaobtencién delas proteinasrecombinantes sobre
todo cuando éstas tienen un complejo plegamiento y experimentan modificaciones
postraduccionales [Yasukawa y col., 1995]. Por el contrario, P. pastoris permite una
elevada produccion de las proteinas recombinantes biol 6gicamente activas, ya que son
producidas con los puentes disulfuro correctos [White y col., 1994]. Ademas, son
secretadas a medio extracelular facilitando notablemente su purificacion.

En bacterias han sido expresados con éxito aquellos alergenos que no tienen
ninguna cisteina formando puentes disulfuro, que no presentan modificaciones
postraduccionales como laglicosilacion y que, ademés, son de bajo peso molecular. Entre
éstos se encuentra el alergeno del polen de olivo Ole e 3 que ha sido producido en E. coli
de forma soluble y con un ato rendimiento [Ledesma y col., 1998b], asi como sus
homaologos en otros pdlenes: Cynd 7, delagramineaC. dactylon [Suphiogluy col., 1997],
Bet v 4 del polen de abedul [Engel y col., 1997], Aln g 4 de polen de aliso [Hayek y col.,
1998] y Phl p 7 de lagramineaP. pratense[Niederberger y col., 1999].

Otros sistemas de expresi 6n derivados de formas eucari otas superiores tales como
las células de insectos (baculovirus) han sido empleados para la obtencién de aergenos
recombinantes y éstos mantienen las caracteristicas moleculares e inmunolégicas de la
forma natural, como es el caso de Lep d 2, alergeno del &caro Lepidoglyphus destructor
[Olssony cal., 1998], Sol i 2, del veneno de hormiga[Schmidt y col., 1996] y un alergeno
delaorinadel raton[Stacksy col., 1996]. Sin embargo, P. pastorispresentaventajas sobre
este sistemas de expresion ya que es un organismo unicelular lo que fecilita su
mani pulacion resultando mas rgpido, facil y econémico.

Por todas estas razones, P. pastoris se ha convertido, en los Ultimos afios, en un
sistemade produccién muy utilizado paraexpresar alergenosy proteinas en general. En la
tabla 10 se representan los alergenos de distintas fuentes bioldgcas (hongos, insectos,
animalesy plantas) expresados en este sistema. Algunos de ellos, como por ejemplo Cyn
d 1, alergeno principa de C. dactylon, que es una glicoproteina de 26.8 kDa y presenta
polimorifismo, ha sido expresado en E. coli y P. pastoris y se han comparado las
caracteristicas moleculares e inmunol égicas en ambos sistemas de produccién [Smith y
col., 1996]. En este caso en particular €l resultado es que solo la proteina expresadaen P.
pastoris era capaz de unir IgE de pacientes alérgicos, sugiriendo que las modificaciones
postraduccional es que ocurren en las células eucariotas son necesarias parala produccion
del alergeno inmunol 6gicamente activo.
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Tabla 10: Alergenos producidos en P. pastoris.

Alergeno Organismo Rendimiento (mg/L) Referencia

Hongos

Altal Alternaria alternata ND De Vougey col., 1996

Alta?2 Alternaria alternata 180 Bush y col., 1999

Aspf2 Aspergillus fumigatus ND Tang y col., 2000

Derf 1 Dematophagoides farinae ND Best y col., 2000

Derp1 Dermatophagoides pteronyssinus ND Best y col., 2000
-sarcina Aspergillus giganteus Martinez-Ruiz y col., 1997

I nsectos

Ag5 Vespula vulgaris 100 Monsalvey col., 2000

Ag5 Polistes annularis 105 Monsalvey col., 2000

Blag4 Blatella germanica 50 Vailesy col., 1998

Peral Periplaneta americana 14 Meleny col., 1999

Animales

Bosd 2 Boss spp ND Rautiainen y col., 1998

CA Felix domesticus 3.3 van Reey col., 1999b

Ctef 1 Ctenocephalides felis ND McDermott y col., 2000

Musm 1 Mus musculus 270 Ferrariy col., 1997

Plantas

Hev b 7 Hevea brasiliensis 10 Sowkay col., 1998b

Breiteneder y col., 1999

LTP Daucus carota ND Aseroy col., 2000

LTP Triticum sativum 720 Kleiny col., 1998

Per s1 Persea americana 50 Sowkay col., 1998a

Polenes

Amb a6 Ambr osia artemisiifolia ND Hiller y col., 1998

Cynd1 Cynodon dactylon 1500 Smith y col., 1996

Phip1l Phleum pratense ND Peterseny col., 1997

ND, no determinado. Todos los alergenos presentados se obtuvieron como proteinas de secrecion.

EXPRESION EN PICHIA PASTORISDE UN MUTANTE NO GLICOSILADO DE
Oleel

Como ya se ha mencionado, la expresién de Ole e 1 en P. pastoris habia
proporcionado una mol écula homogénea, bien definida, correctamente plegada y de alta
calidad inmunol égica. Sinembargo, unade las posibles aplicacionesy usos delaproteing,
como es la obtencion de su estructura tridimensional, no ha proporcionado resultados
suficientemente satisfactorios. Esta fue infructuosadebido, probablemente, alapresencia
del azucar polimérfico unido alamolécula. Asi se planted la produccién de una proteina
mutante no glicosilada de Ole e 1 en el mismo sistema. Puesto que Ole e 1 presenta un
unico sitio de glicosilacion en laAsn-111 (N/G/T), la estrategia seguidafue llevar a cabo
la sustitucion de este residuo por una Gln, asi la proteina expresada en P. pastoris, no
presentaria el grupo glicosidico.
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Amplificacién, clonajey expresion demOleel

Paraobtener lareg 6n codificante completadel mutantemOle e 1 introduciendo en
ellala ateracion en la secuencia consenso de glicosilacion mediante la sustitucion del
triplete AAT, que codificalaAsn, por el triplete CAA que codificalaGIn, sellevo acabo
unaserie de tres etapas de amplificacion mediante PCR. En las dos primeras se usd como
molde la construccién pPIC9/Oleel y en la tercera se usd como molde los propios
fragmentos solapantes de DNA 1y 2, obtenidos en |as anteriores etapas (figura 16). Los
cuatro oligonucl ettidos empl eados estan descritosen materiales y métodos. El fragmento
de DNA obtenido en esta Ultimaamplificacion se purifico y se clon6 en el vector pCR2.1.
Después de transformar con esta construccion célulasdeE. coli INV F , seprocedio ala
secuenciacion de varios de | os clones obtenidos para comprobar que el tnico cambio que
se habia producido en la secuencia de nuclettidos que codificaOlee 1 erael delaAsn de
laposicion 111 por una GIn.
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Figura 16: Estrategia empleada para el clonge y la expreson del alergeno mutante, mOle e 1. Los gdes
muestran los fragmentos de PCR; 1y 2, fragmentos de Ole e 1 obtenidos en el primer y segundo PCR,
respectivamente; 3, fragmento de PCR que codifica la molécula completa; M, marcadores de tamafio
conocido.

La construccién del plésmido recombinante pPIC9/mOleel se realizd, de igual
forma que para rOle e 1 (figura 4), ingrtando el fragmento de DNA resultante de la
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digestion del pldsmido pCR2.1/mOleel con lasenzimasXhol y EcoRI enlosmismossitios
del plédsmido pPIC9 deformaque el gen seintrodujese acontinuaciéndel promotor AOX 1
inducible por metanol. Esta construccion se digirio con la enzimade restriccion Bglll. El
fragmento mayor, que contenia el fragmento de DNA correspondiente a mOle e 1, se
purifico y se utilizé paralatransformacion de célulasde P. pastoris GS115, utilizando €l
método del acetato de litio.

Detodas las células transformantes obtenidas, que mostraron un fenotipo Mut®, se
escogieron seis de ellas méas un control negativo (aquel obtenido tras latransformacion de
las células con el plasmido pPIC9 sin inserto) para ser inducidas con metanol y testar su
nivel de produccién de proteina, resultando ser el 50% positivas. Puesto que la
concentracion de la proteina no parecia ser muy diferente, se escogio uno de ellos para
analizar lacinéticade expresion adistintostiempos (0, 25, 48, 72 y 96h). Comoen el caso
derOlee 1, laméximaproduccion seconseguiaalas96 h (figural7A). Paraconfirmar que
la proteina recombinante era mOle e 1, se transfirieron las muestras a membranas de
nitrocelulosay sellevé acabo lainmunodetecci dn con un anticuerpo monoclonal obtenido
frenteanOle e 1, obteniéndose una reaccion positiva (figura 17B). Unavez escogidas las
condicionesde crecimiento einduccion delascélulas, sellevoacabo laproduccion agran
escala, que produjo un rendimiento de 50 mg del alergeno mutante por litro de cultivo
celular.
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Figura17: Expresion demOle e 1 adistintostiemposdeinduccion del cultivo, analizad os mediantelatincién
con azul de Coomassie (A)y en inmunotransferenciacon un anticuerpo monoclonal (OL3) obtenido frente

anOleel (B). N, nOlee1l; M, patrones de masa molecular.

Aidamiento del alergeno mutantedeOlee1l (mOleel)

Lapurificacion demOle e 1 sellevd acabo, igual quepararOlee 1, a partir del
sobrenadante del cultivo celula dializado, mediante dos etapas cromatogréficas, un
intercambio iénico en DEAE-cd ulosay una de penetrabilidad en Sephadex G-75. En la
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primera cromatografia, mOle e 1 eluye a unafuerza i6nica de 0,15M en bicarbonao
amonico. Después de la cromatografia de penetrabilidad se obtuvo el alergeno mutante,
mOlee 1 con un alto grado de pureza. En lafigura 18 se muestrael analisis electroforético
en PAGE-SDS de las fracciones recogidas después de las dos etapas de purificacion de
mOlee 1. El rendimiento en laproducciondel alergeno mutante, al final delapurificacion,
esde 15 mg por litro de cultivo celular. El rendimiento es, aunque elevado, un 25% menor
gue el obtenido en la produccién de rOle e 1. Eda diferencia en e rendimiento de la
expresion entrerOlee 1y mOlee 1, podriaexplicarse teniendo en cuentalainfluenciaque
podria ejercer el oligosacarido en la produccién y secrecién de proteinas por parte de la
levadura P. pastoris. Recientemente, |os autores Zhu, y col., [1998] han apuntado que la
falta de glicosilacion puede empeorar €l nivel de expresén, alterar ladistribucion celular
y disminuir la eficiencia en la secrecion de proteinas por P. pastoris.
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Figura 18: Etapas en la purificacion de mOle e 1; después de la cromatografia en DEAE-celulosa (1) y

después del Sephadex G-75 (2); N, nOle e 1; M, marcadores de peso molecular.

Caracterizacion molecular demOleel

El andlisis de la secuencia N-terminal del al ergeno mutante mediante degradacion
de Edman rindi6 la secuencia EDVPQ correspondierte a los aminoacidos del extremo
amino terminal denOle e 9, lo que demuestrad correcto procesamientodemOle e 1. La
composi cion de aminoécidos demOl e e 1 determinadamediantehidrélisisacidayanalisis
automético coincide con la secuencia deducida del clon expresado (3c) de Olee 1.

El alergeno mutante, mOlee 1, presentaun masamol ecul ar aparenteen PAGE-SDS
de 18.5 kDa (figura 18), valor corregpondiente a de laformano glicosiladade nOle e 1.
Para confirmar que laproteina produdda no habiaincorporado ningun resto glicosidico a
sumolécula, sellevd acabo lareaccion con lalectinaCon A utilizando como control rOle
e 1 (figura 19A). Lamasa molecular de la forma mutante fue determinada mediante su
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andlisis por espectrometria de masas. Como se observa en lafigura 19B, muestraun solo
pico homogéneo de 16333 Da, practicamenteidéntico queel quemostrabael alergenorOle
e 1 desglicosilado enziméticamente con la endoglicosidasa PNGasa F (figura9), yaquela
diferenciaen lamasamolecular, entre uno y otro, son 39 Da que quedariadentro del error
experimental.

Figura 19: (A) Reacdo6n con Con A de los alergenos mOle e 1 (M) y rOlee 1 (R) purificados (B)
Espectrometria de masas de mOle e 1. a.i., unidades arbitrarias.

Caracterizacion espectroscopicademOlee 1

Paracomprobar si laausenciadel componente glicosidico de Olee 1 afectabaalas
caracteristicas estructurales de la proteina, se han obtenido los egpectros de dicroismo
circular en e UV lgano, asi como los espectros de emision de fluorescencia de los
alergenosrecombinantes, rOleely mOlee 1. Losespectrosdedicroismo circular enel UV
lgjano (figura 20A) son muy similares para ambas proteinas por o que no parece haber
ningun efecto global en la estructura secundaria causado por la ausencia del azlcar.

Para estudiar posibles cambios a nivel de estructura terciaria en mOle e 1, se
obtuvieron los espectros de emision de fluorescencia de mOle e 1 y rOle e 1 tras su
excitacion a295 nmy a 275 nm. En lafigura 20B se observa como en el primer caso €
espectro es idéntico en ambas proteinas, 10 que nos indica que no se ha modificado €l
entorno del Unico Trp presente en la molécula. Sin enbargo, disminuye ligeramente la
emision de fluorescencia de mOlee 1 después de exdtar a 275nm, este hecho indica que
con la pérdida del azlcar, €l entorno de, al menos una, de sus 5 Tyr ha pasado a s més
polar, lo que podria estar indicando que alguna de sus Tyr se encontraban protegidas del
disolventepor el grupo glicosidico. A partir detodos estosresultados se puede concluir que
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el alergeno mutante no glicosilado presenta un plegamiento correcto tanto a nivel de
estructura secundaria como a nivel de estructuraterciaria.

Figura 20: Analisis espectroscopico derOleel (—)y mOlee 1 (---). (A) Espectrosde CD en el UV |ejano;
los valores se expresan como elipticidad molar por residuo ( ), grados x cm? x dmol™. (B) Espectros de
emision de fluorescencia obtenidos tras excitar a 275 nm (1) y 295 nm (2). Los valores de fluorescencia se

presentan en unidades arbitrarias.

Estabilidad térmica

Una de las propiedades mas importantes de los alergenos es su alta estabilidad
estructural, siendo en muchos casos una caracteristica intrinseca de estas moléculas. Una
formade evaluar laedabilidad de unamad éculaes estudiar lavariacion delaconformacion
en funcion de latemperatura. Por tanto y con lafinalidad de determinar si se veia afectada
laestabilidad térmicadel alergeno por laausenciadel grupoglicosidico, seobtuvieron las
curvas de desnaturaizacion térmica de mOle e 1 y del aergeno recombinante. La
desnaturalizacién se midié como cambios en la elipticidad molar a205 nm de la proteina
cuando seelevalatemperaturadesde 20°C hasta80°C, siendo el incremento de 30°C/h. Las
curvas de desnaturalizacion térmica resultantes se muestran en lafigura 21, a partir delas
cuales se ha calculado la temperatura de transicion (Tm), que posee un vaor de
aproximadamente 58°C para ambas proteinas, valor similar a yaobtenido paralaproteina
natural, 57°C. También sepuedeobservar quelascurvasdedesnaturalizacion obtenidascon
mOlee 1y rOle e 1 son muy similares, monofasicas y su forma es signoidea, o que da
idea del proceso cooperativo que supone la desnaturalizacion de Ole e 1.
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Figura 21: Curvas de desnaturalizacion térmica de
rOleel())ymOleel( ).Seregistrolaelipticidad
molar [ ] a205nm. La eliptiddad molar por residuo

esta expresada en grados x cm? x dmol ™.

Figura 22: Espectros de CD en el UV lejano de mOlee 1 (A) y rOle e 1 (B) registrados a 20°C (—), tras
elevar la temperatura a 80°C (----) y después de recuperar los 20°C (). Losvalores se expresan como

elipticidad molar por residuo ( ), grados x cm? x dmol ™,
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L os componentes glicosidicos de las glicoproteinas se encuentran implicados en
multiples funciones biol 6gicas como, por g emplo, &ectando ala vdocidad de recanbio
delaproteina, enlaproteccion frente al atague de determinadas proteasas, en el proceso de
plegamiento, o contribuyendo ala conformacion y antigenicidad de lamolécula. Hasta la
fecha, no se hadeterminado el papel bioldgico del N-oligosacarido de Olee 1, pero parece
gue no participani en laformacién, ni en el mantenimiento de su estructuratridimensional
ya que la expresion del alergeno desglicosilado no afecta notablemente su edructura
secundaria, ni terciaria, ni alaestabilidad térmica de la proteina.

Caracterizacion inmunologicade mOlee 1

Esta descrito que en el componente glicosidico de Ole e 1 se encuentra un epitopo
con capacidad para unir IgE e 1gG [Baanero y col., 1996], la existenda de esta molécua
supone una referenda interesante para estudiar mas precisamente la implicaciéon del
carbohidrato en laantigenicidad y alergenicidad de lamoléculade Ole e 1.

Figura 23: Inmunodeteccion de mOlee 1 (1 g/ pocillo) (M) y nOlee 1 (1 g/pocillo) (N) con cuatro
anticuerpos monoclonales (OL1, OL2, OL 3,y OL4) (A); con un anticuerpo policlonal (B) y con unamezcla
de sueros de pacientes alérgicos (C).

Para ello, se ha ensayado, mediante inmunotransferencia, € reconocimiento de
cuatro anticuerpos monoclonales obtenidos frente anOlee 1, denOlee 1y mOlee 1
(figura23A). Todosellos se unen deigual formaalos dos alergenos, ademas, y puesto que
tres de ellos (OL-2, OL-3, OL-4) no reconocen a la proteina desnaturalizada como se
demostr6 en lafigura 13A de este trabgjo, los resultados obtenidos indican que mOle e 1
manti ene | os determinantes antigénicosy, por tanto, laconformacion nativanecesaria para
unirse a estos anticuerpos. Cuando se haensayado la capacidad deunion demOlee 1 aun
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anticuerpo policlona obtenido frente a nOle e 1 se han obtenido los mismos resultados
(figura23B), asi como frente aunamezclade cinco sueros (figura23C) o frentea 13 sueros
individuales de pacientes alérgicos al olivo (figura 24). Estos resultados demuestran que
mOle e 1 tiene capacidad para unir tanto anticuerpos IgE como IgG similar anOlee 1.
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Figura 24: Inmunodeteccion de los alergeno nOle e 1 (N) y mOle e 1 (M) con 13 sueros de pacientes

alérgicos al polen de olivo (1-13). Se utiliz6 1 g de proteina por pocillo.

Mediantelos ensayos de inmunotincion sepuede obtener unaidea cualitativadela
union de IgE al alergeno, sin embargo no permite cuantificar esta unién. Por estarazony
paramedir de forma cuantitativalaunion de IlgE amOlee 1y nOleel, se harealizado un
ensayo de titulacion en ELISA con una mezcla de cinco sueros de pacientes al érgicos,
(figura25). Si comparamoslas curvasdetitulacion demOlee 1y nOlee 1, se observaque
son muy similares aunque no sol apantes, este hecho podriaatribuirseal polimorfismo que
presentanOle e 1 frente ala inica mol écula expresada, mOle e 1. Comparando las curvas
detitulacion derOlee 1y mOlee 1 se pueden estudiar |as diferencias debidas Unicamente
alaausencia del azlicar ya gque se trata de lamisma cadena polipeptidica expresada en el
mismo sistema. Como era de esperar ladiferencia entre las curvas de titulacion derOle e
1y mOle e 1 es minima, luego se puede confirmar €l buen plegamiento del alergeno
mutantey se puedenatribuir lasdiferenciasentreéstey el alergeno naural a polimorfismo
gue éste Ultimo presenta. En cualquier caso, € oligosacarido podriaestar influyendo enel
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reconocimientotanto denOle e 1 como derOlee 1, luego su ausencia podriadar cuentade
las posibles variaciones observadas en launién de IgE amOle e 1.

Figura25: Curvasde unién de IgE de unamezcladesuerosde

pacientes alérgicos, anOlee 1, rOlee 1y mOlee 1.

Para comprobar st mOle e 1 era equivalente inmunoldgicamente a rOle e 1, se
realizaron ensayos deinhibicion en ELISA, en |os cudes se tapiz6 con unau otraproteina
y se inhibio alternaivamente con ambas. Como se observa en lafigura27 A y B, ambos
alergenos presentan la mismacapacidad para inhibir launion de anticuerpos IgE al otro,
indicando que ambas son capaces de saturar |os epitopos IgE delaotraformadel alergeno.

Figura 26: Curvasdeinhibicion en ELISA delauniondelgEarOleel (A)y amOlee 1 (B) adsorbidos a

poliestireno utilizando como inhibidoresrOlee1( )y mOleel1 ( ).
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Como conclusion podemos decir que se haexpresado en Pichia pastorisunaforma
mutante desglicosilada del aergeno principal del polen de olivo Ole e 1. Esta proteina
conservalas propiedades antigénicasy alergénicas deformasimilaranOlee 1. Ademés|a
pérdidadel componentedicosidico no afectadeformanotable ni alaestructurasecundaria
ni alaestructuraterciariadelaproteina, tampocomodificasu estabilidad térmica. Por todas
estasrazones, laobtencion de mOle e 1 permitiriaabordar ladeterminacion delaestructura
tridimensional de Ole e 1, algo imposible hasta ahora debido al elevado polimorfismo
polipeptidico y glicosidico de Ole e 1 natural, y, probablemente, a la presencia del
oligosacarido en el alergeno recombinante expresado en P. pastoris.

En general, el conocimiento de laestructuratridimensional de un alergeno pemmite
ampliar el conocimiento delaproteinatanto anivel molecular como inmunol égico, pueto
que facilita la identificacion de las zonas de la cadena polipeptidica que quedan en la
superficiedelamoléculay que, por tanto, pueden ser responsablesde lainteraccién conlos
anticuerpos|gE. Disponer de estainformacion podriafacilitar, asuvez, el disefio denuevas
estrategias pararealizar d mapeo epitdpico de este alergeno asi como para disefiar nuevos
productos parainmunoterapia, como pueden ser lasformashipoal ergénicasde Olee 1, bien
por mutacién del DNA, o por modificacion quimicadel alergeno, o el disefio de ligandos
monoval entes que puedan prevenir la agregacion de los receptores y por tanto, reducir la
respuesta alérgica.

El conocimiento de la estructuratridimensional de Ole e 1 podriadar informacién
importantesobre caracteristicas que, aunque setrate deunaproteinamayoritariaenel polen
de olivo, aln se desconocen sobre este a ergeno, como puede ser su funcién bioldgica. A
Ole e 1 sele atribuye un posible papel en la hidratacién y/o germinacién del polen, pero
esta hipétesis se basa en la similitud de secuencia observada con la proteina LAT52 del
polen de tomate, paralacud se ha sugerido dicha funcion [Muschietti y cd., 1994].

La disponibilidad, en fin, de un sistema de produccién eficaz de este aergeno
posibilitariaredizar estudios que de otra forma serian inabordabl es.
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ALERGENOSDE ALTO PESO MOLECULAR EN EL POLEN DE OLIVO

Deteccién de un nuevo alergeno

La diagnosis y, sobre todo, la inmunoterapia requieren un buen conocimiento,
completoy exhaustivo, de las mol écul as responsables de | os procesos al érgi cos, por 1o que
se hace necesario conocer € panel completo (alergograma) de los alergenos del polen de
olivo, desdelos méas relevantes, es decir, aguellos que son reconocidos por méas de un 50%
delospacientesalérgicos a olivo (alergenos principal es) hastalos minoritarios que no por
ser reconocidos por un nimero pequefio de pacientes dgan de ser importantes, ya que
pueden causar sintomas muy graves. Hastalafechase han aislado y caracterizado, total o
parciamente, ocho alergenos del polen de olivo, todos ellos con una masa molecular
inferior a 35 kDa. Sin embargo, y aunque en estudios anteriores ya se habia descrito la
existenciade bandasde 46-48y 60-66 k Da capacesdeunir IgE[Velay col., 1982; Wheeler
y col., 1990; Baldoy col., 1992; Waysel y col., 1996; Rodriguez y col., 1998] que podrian
constituir alergenos de gran incidencia, apenas no se tenian datos delos alergenos de dto
peso molecular presentes en esta fuente aergénica.
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Figura 27: Andlisisdelainhibicion delaunién de |gE de 7 sueros de pacientes al érgicosal extracto de polen
deolivo (40 g/pocillo), utilizendo como inhibidores:5 gdeOleel,1 gdeOlee3y1l gdeOleeb®.
(-) sininhibidores (+) coninhibidores. Losnimeros marcan las pos cionesde | os patrones demasamol ecular.

El estudio mediante inmunotransferencia dela unién de IgE a proteinas del polen
de olivo, llevado a cabo con 72 pacientes de Madrid, Cordobay Jaén, revel 6 la exigencia
de una banda proteica de aproximadamente 45 kDa que era reconocida por 44 de estos
sueros (61.1%). Este dao indicaba gque este alergeno podria tener unaelevadaprevdencia
entelos pacientes alérgicos a polen de olivo. Con el finde poder descartar la posibilidad
de que esta banda fuera una forma agregada de alguno de los aergenos previamente
descritos, seescogieron sietedelossueros, y serealizaron ensayosdeinhibicién delaunion
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delgE a extracto de polen deolivo. Como inhibidores seemplearon Olee 1, Olee3yOle
e 6. El resultado se muestra en lafigura 27 donde se puede observar que ninguno de estos
alergenos es capaz de inhibir la unién de anticuerpos IgE ala banda proteica de 45 kDa.

Aislamientoy purificacion

Parael aislamiento de este alergeno se empled el polen de olivo proporcionado por
Biopol ya que su contenido en Ole e 1 es significativamente menor que en e polen
proporcionado por laempresaAllergon AB, |o queaparentementefacilitarialapurificacion
de un alergeno con una masa molecular de 45 kDa, teniendo en cuenta que Ole e 1 esuna
proteina mayoritaria en €l polen y con tendencia a dimerizar paraformar un agregado de
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Figura 28: Perfil de elucion de lacromatografia de penetrabilidad en Sephadex G-150. La absorcion de las
fraccionesdel eluido seregistré a 280 nm (A). PAGE-SDS (15%) de las fraccionescomprendidas entre las
dos sefialadas en el perfil con unaflecha, detectadas con azul de Coomassie (B) y analizadas con unamezcla

de sueros de pacientes alérgicos (C). M, marcadores de masa molecular.
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Esteaergenofueaislado apartir del extracto salino del polendeolivo mediantetres
etapas cromatograficas. En cada etapa, el seguimiento del alergeno serealizd mediante la
inmunotincién de aicuotas de las diferentes fracciones, tras ser sometidas a PAGE-SDS
y transferidas a membranas de nitrocelulosa. Dicha inmunotincién se realizdé con una
mezcla de cinco sueros de pacientes alérgicos a olivo que presentaban reactividad de sus
IgE frente a dicho alergeno. El extracto salino se resolvid, en primer lugar, en una
cromatografia de penetrabilidad en Sephadex G-150 (figura 28A). En la figura 28B se
muestra el andlisis electroforético en PAGE-SDS de | as fracciones recogidas tefiidas con
azul de Coomassie, donde se observa que aparecen multiples bandas siendo las mas
importantes las gue poseen unamasa molecular comprendida entre 16 y 66 kDa Detodas
ellas, Olee 1 (20 kDa) y dos proteinas de 45 y 66 kDa son reactivas frente alossueros de
pacientes alérgicos (figura 28C). Las fracd ones que contenian proteinas cgpaces de unir
anticuerpos IgE con unamasamolecular entre 35y 50 kDa, sejuntarony liofilizaron. Con
el fin de separar mejor el dimero de Ole e 1, de 40 kDa, se llevd a cabo una cromatografia
de la muestra en la misma columna de Sephadex G-150.De nuevo, se reunieron las
fracciones alergénicasidentificadas, y se aplicaron en una columnade afinidad en phenyl-
Sepharosa. Tras utilizar un gradiente decreciente en TrissHCL/NaCl, € alergeno see uyo
con agua. En lafigura29A se muestrael andlisis electroforético de las muestras obtenidas
enlasdiferentesetapasdel aislamiento, asi como lainmunotincion del alergeno purificado
con una mezcla de sueros de pacientes aérgicos (figura 29B). El grado de pureza del
alergeno después de la columna de afinidad, determinado por densitometrado de los geles
de PAGE-SDS tefiidos con azul de Coomassie, es del 93%.

F

B

Figura 29: (A) Analisisen PAGE-SDS delas etapasde purificacion del alergeno de 45 kD a. E, extracto total
de polen de olivo; S-1, después de la primera cromatografia de penetrabilidad; S-2, despuésde |a segunda
cromatografia; P, después de la cromatografia de afinidad en phenyl-Sepharosa. M, marcadores de masa
molecular. (B) Inmunodeteccion con una mezcla de sueros de la fraccion recogida después de la phenyl-

Sepharosa, P.
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Puesto que €l nuevo aergeno purificado es reconocido por las IgEs de pacientes
alérgicos al polen de olivo, se le haasignado el nombre de Ole e 9 segiin la nomenclatura
IUIS[Kingy col., 1994].

CARACTERIZACION MOLECULAR DE Olee9
Andlisisdelaglicosilacion

El caracter glicoproteico esunadelas caracteristicas comunesamuchos al ergenos.
Por tanto, con el fin de comprobar si la proteina se encontrabaglicosilada, se realizé una
tincion de la muestra procedente de la cromatografia de afinidad, después de ser sometida
a PAGE-SDSy transferida a membrana de nitrocelulosa, con la lectina Con A que une
especificamente restos de manosa. El resultado, como se muestra en lafigura 31, resultd
ser positivo, convirtiéndose en el segundo alergeno del polen de olivo que, junto con Ole
e 1, presenta un grupo glicosidico unido a su cadenapolipeptidica. Laglicosilacion esuna
caracteristica comun entre muchos alergenos importantes de distintas fuentes biol 6gicas.
Como gemplos de alergenos glicosilados encontramos Art v 2 del polen de Artemisia
vulgaris[Nilseny col., 1991], Api m 1 (PLA.) en el veneno de avispas [Kubelkay col.,
1993], Cry j 1 del cedro del Japdn [Hino y col., 1995], Lol p 11 del polen de Lollium
perenne [van Reeycol., 1998] y Arah1 en el cacahuete[de Jong y col., 199§].

Figura 30: Reaccion de Ole e 9 -fraccion recogida después de la phenyl-

Sepharosa- con Con A.

Criteriosde pureza

La homogeneidad del alergeno purificado se analizo aplicando la muestra en una
cromatografiaen fase reversa (RP-HPL C) utilizando un gradiente de acetonitrilo del 35%
al 65% en TFA a 0.1%. Como se observa en el cromatograma (figura 31), se obtuvieron
dos picos que eluyen aun porcentge de acetonitrilo elevado: 50 y 52 %. L as dos especies
obtenidas en ambos picos, ay b en esta cromatografia, se analizaron por separado para
determinar sus caracteristicas moleculares.
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Figura 31: Perfil de eludon del alergeno en RP-HPL C empleando una columna Nucleosil C-18.

Andlisisen PAGE-SDS
El andlisis electroforético de os dos picos obtenidostras la cromatografia de RP-
HPL C, ay b, demuestraque ambostienen lamismamovilidad en PAGE-SDS, presentando
unamasamolecular aparente de 45.7 kDa (fig. 32A). Enel gel se puede observar, también,
una banda con una masa molecular aparente de 93 kDa. Para comprobar si se trataba del
dimero de Ole e 9, se realizd la inmunodeteccion, con una mezcla de cinco sueros de
pacientes alérgicos, de |as proteinas transferidas a membrana, reducidas y sin reducir con
-mercaptoetanol. En condicionesreductoras desaparece la banda de alto peso molecular,
lo que confirmarialaexistenciadel dimero que, también, une |gE. Ademés, el hecho deque
el patron electroforético de la proteina de 45 kDa no se modifique tras el tratamiento con
-mercaptoetanol indica la presencia de una Unica cadena polipetidica. Si se observa un
aumento en lamasa molecular aparente, 1o cual es 16gico puesto que con lareduccién de
los posiblespuentesdisulfuro, sedespliegalaproteina, dotandol e de unaconformacion mas
desordenada. También se observa unadisminucionsignificativaen el reconoci miento por
parte de los sueros de laformareducida, sobre todo si setiene en cuenta que, en este caso,
alasefial del mondémero se deberiasumar lague antes apareciaenel dimero. Esteresultado
indica que el alergeno presenta epitopos conformacionales que han desapareddo con la
desnaturalizacién delaproteina. Enlafigura32B se observa, también, que aunque las dos
isoformas presentan capecidad para unir IgE, la primera (pico a en e cromatograma)
muestra una mayor union de estos anticuerpos IgE.



82 RESULTADOSY DISCUSION

- +

Figura 32: Andlisis electroforético en PAGE-SDS (12%) de |as muestras obtenidas tras la cromatografia en
RP- HPLC, a(4 g)y b (4 g), mediante la tincion con azul de Coomassie (A), e inmunotransferencia
(aplicados 1 g) con una mezcla de sueros de pacientes alérgicos (B), sobre las muestras sin reducir (-) y
reducidas con -mercaptoetanol y tratamiento térmico a 90°C (+).

Deter minacion de la masa molecular

Figura 33: Andlisis por espectrometria de masas de |las proteinas obtenidasen la cromatografiaRP-HPL C.
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Lamasa molecular del alergeno se determind mediante espectrometria de masas,
empleando para ello las dos especies moleculares, picos a y b, recogidos en la
cromatografia RP-HPLC. Los espectros obtenidos para las proteinas muestran picos
ligeramente anchos (figura 33), 1o que podria ser debido a la existencia de isoformas. El
espectro de la primera molécula (a) presenta un maximo a 46431 Day el espectro de la
segunda (b) muestra un maximo a 46307 Da.

Composicion de aminoacidos

La composicion de amino&idos de ambas proteinas se determiné mediante
hidrélis s aciday andli sis automético. La tabla 11 muestra los resultados obtenidos como
porcentajemolar de cada uno de los residuos en la proteina completa, asi como el nimero
de residuos determinados basdndose en el peso molecular cal culado por espectrometriade
masas (46.4 y 46.3 kDa) y un valor medio demasa por residuo de 115 Da.

Tabla 11: Composicion de aminoécidos de lasdos isoformas aidadas de Olee 9.

Aminoéacido Olee9a Ole e 9b
% N° de residuos % N° de residuos
Cys* 6 6
Asx 13.2 56 13.2 56
Thr 6.6 28 6.5 28
Ser 8.2 35 7.7 33
Glx 8.1 34 7.5 32
Pro 7.1 30 8.7 37
Gly 9.9 42 9.5 40
Ala 9.1 39 8.7 39
Val 6.0 26 6.6 27
Met 25 10 2.4 10
lle 3.9 17 3.9 17
Leu 8.4 36 8.3 35
Tyr 4.1 17 4.0 17
Phe 4.7 20 4.6 20
His 1.7 7 1.92 7
Lys 5.6 24 5.42 23
Arg 0.7 3 0.7 3
Trp nd nd nd nd
Total 430 430

nd: no determinado

* determinado por oxidacién con &acido perférmico
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Como se puede observar, la composicion de aminoécidos resultd ser muy similar
para ambas especies, |0 que sugiere que son isoformas de la misma proteina De la
composicion de aminoécidos de este nuevo alergeno cabe destacar |a presencia de 6
cisteinas algunas de las cuales podrian encontrarse formando puentes disulfuro en la
mol écula.

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede concluir que la proteina aislada
presenta polimorfismo y que las dos especies separadas en e HPLC son, por tanto,
isoformas de la misma proteina que presentan, asu vez, distintacapacidad de unién alos
anticuerpos IgE de pacientes alérgicos.

Determinacion parcial delaestructuraprimariadeOlee9

La secuencia NH,-terminal de Ole e 9 no se pudo determinar por degradacion de
Edman, debido al bloqueo originado por modificacion del residuo que ocupa la primera
posicion en la cadena polipeptidica.

Con € fin de obtener algiin segmento de secuenciainternade Olee9, se utilizd un
método alternativo: se procedio a digerir la proteina con tripsina. Los péptidos obtenidos
se separaron mediante una cromatografia de RP-HPLC (figura 34). Posteriormente, se
obtuvo lasecuencia NH,-terminal, mediante degradaci on de Edman, de 6 de esospicos. La
tabla 12 muestra las secuencias obtenidas de | os sa s péptidos analizados. Para el pico P4
se obtuvieron dos secuencias, que pueden distribuirse delaformarepresentadaen latabla
debido alos distintos rendimientos recogidos en cadaciclo para cadauno de €ellos.

Figura 34: Perfil de elucion en RP-HPLC (columna Nucleosil C,g) de ladigestion de Ole e 9 con tripsna.
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Tabla 12: Secuencia de amino&cidos de los péptidos obtenidos
tras la digestion de Olee 9 con tripsina.

Péptido Secuencia
PO NTOQNPTTPAT
P1 AYVGNLINHLK
P2 DIEIVVAETG
P3 VSTVHAMAVLSQSY PPSSGV
P4 SIDTYLFSLY / YFGLFKPDGS
P5 AAGSWXVPKPGVSDDQLTGNINYAXSQG

X: indeterminado

Estas secuencias seintrodujeron en el banco de datos GenBank/EMBL y seanalizé
su homologia con otras proteinas resultando que podian ser alineadas con enzimas  -1,3-
glucanasas de plantas. L asecuenciade todos | os péptidos sepodia alinear con un mayor o
menor grado de similitud, con un elevado nimero de glucanasas de distintas especies y
tgjidos. Sinembargo, €l péptido P5 silo mostrabahomol ogiacon cuatro  -1,3-glucanasas:
con Wh-Ta, enzima de punto isoeléctrico acido presente en laraiz del trigo [Hird y cal.,
1993], y con las -1,3-glucanasas bésicas de Brassica napus (Bn-A6), de Arabidopsis
thaliana (At-A6) ambas epecificas de anteras [Cruz-Ortega y col., 1997], y de Salix
gilgiana (Sg-GN1), siendo con Wh-Ta con la que presentaba una mayor identidad. La
diferenciaentre estas cuatro glucanasas y todas las demas descritas hasta la fecha, esla
presencia de un extremo COOH-termina mas largo formado por 100-120 residuocs. La
secuenciadel péptido P5 se alineaba, precisamente, con dicha extension. Por |o tanto, se
podrian distinguir dos clases de enzimas, “cortas’ y “largas’, dependiendo de lalongitud
de la cadena polipeptidica. Como ejemplo, de las glucanasas “ cortas’ se ha seleccionado
paralafiguralaenzimade Hordeum vulgare (Hv-Gv).

Las -1,3-glucanasas son enzimas hidroliticas que se encuentran ampliamente
distribuidas en plantas y aunque su funcién bioldgica precisa se desconoce, se las ha
relacionado con enzimas de defensa de plantas frente a patdgenos (pathogenesis-related
proteins o PR-proteins), debido a la induccion de la expresion de sus genes en plantas
infectadasy asu capacidad pararomper losenlaces -1,3 presentesen glucopolimerosque
forman parte delapared dehongosy otrosmicroorganismos[Antoniw ycol., 1980; Stintzi
y col., 1993; Van Loony col., 1994]. Con posterioridad, se han descubierto genesde -1,3-
glucanasas que se expresan durante procesos del desarrollo de plantas sanas talescomo la
germinacion [Casacubertay col ., 1992], lasenescencia[Hanfrey y col., 1996] y lafloracion
[Lotanycol., 1989; Ori y col., 1990; Cotey col., 1991; van Eldiky col., 1996].
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PApEidos —mmmmm e -
Wh-Ta MILLILLMLLALCARCARSAT PE LHICYNYCANADNLE SP TS VATE LATHTTIDEVELFDIND TFISAFA 70
HV-Gw e MGAVHGVCTGMY GDNL PS BEDUVVOLTRSEN -THAMET THIDQEALTALE 48
PpEidos ——mmmm e -
Wh-Ta GTPISLAVSLINSALPALALKAT GLDA AR ST IRANLSEYWPATHVT LLLAGNEIL LS TDTNLILS LLPAM 140
HV-Gw GEGIFL ILIVGG——VDEVERLCED PE YA ACTV RSNV AYYPDV LI Y TAVEHEVEACD T- —TTLLAM 112
P3
Péptidos —-———-—————————- —— EQE-TIPE N
Wh-Ta BELAQATFKAEGL TG-VEVT TPHY LG ILAP 8D GI PENAS FRAGTNTELF PAMLQFHED TGSF FUVNEYPYF 209
HV-Gw QNVHIA LA SANL 88 STEVSTAVEFDVI THEF- P PSS OVFRDD 86— —- LVPTARFLLS TGAD FLANVYDYF 178
Pl
Pépridos —---—mmmmmmmmmmmmmmmmmmmm e mmmm e e e e e AL TETUVAR TG - - 31
Wh-Ta SYRPET--—-- LNVALFIPNS CIYD PATHLNY TSMLDA QMDA TY TAMEE LOTCIVD T AVGEACHPT QAR 274
HV-Gw AYEDDRGINI ELNYAT LQPCT TVEDHCHG LT YT SL FDAMVDS TY AL LEEACTENV VYIS ESCUD SAG-— 246
Pl Pda Pdh
Pépridos —-———--—— A TVGHL THHLE, — {3IDTYLFS L;J]— e —frFGL FRIDGST———— &2
Wh-Ta EOICVEY) EATD FHECHT IVC 82 GHCT PLMPHE TF ETYLF SLFL ENEPCPIARIHFCLFNIDFTIVYDL 344
HV-Gw ~GFCASYEHARNYND GL IDHI RS- -G TPRER G-ATETYI FAMFNENREE 50 EVE ENFGLF FPIEQPVYRT 317
Po P5

Péptidos —--——---———{HTQNPTTRAT—- —-@u:swcvp}cp CWEDDQLT GHINTAC su\r} ———mm———————— 100
Wh-Ta GLLEDGASVATT PS TN PS INE SPED AT SCCCHI OV ARD GANG TD LM I YAC CF-VDCEPT QSCRACFS 413
HV-Gw TR~ — == e e~ 316
Pépridos —————mmmmm e 1EE

Wh-Ta PNSLQAHASTVIIATY QANGH TD LACD FEGT GIVT SSDPSTEECRTVS 461

HV-Gw e -

Figura 35: Alineamiento, segiin Altschul y col. [1997], de lasecuencia de |os péptidos tripticos de Ole e 9
con dos enzimas -1,3-glucanasas Wh-Ta y Hv-Gv. En rojo se marcan |os residuos conservados en |os
péptidos y en alguna de las dos secuencias.

CLONAJE Y SECUENCIACION DE Olee9

En lafigura 36 se muestralaestrategiaempleada parael clonagjey lasecuenciacion
del cDNA quecodificaOlee9. Paraello fueron necesarias varias etapas de PCR utilizando
como molde el cDNA sintetizado apartir del RNA total aislado del polen deolivo. En esta
aproximacion, se empled el kit SMART RACE cDNA que permite la sintesis del cDNA
de doble hebra a partir del RNA tatal, usando los cebadores 3 CDS 0 SMART-II. La
seleccion de uno u otro cebador depende del extremo del gen cuyaamplificacion sequiera
dirigiry posteriormentesequieraclonar,3 05 respectivamente. Losoligonuclettidosque
se emplearon son los descritos en latabla 2. Lostres primeros (OL9A, OL9B y OL9C), se
disefiaron degenerados a partir de la secuencia de los péptidos tripticos. Todos los
fragmentos de DNA obtenidos en cada etapa de PCR se clonaron en el vector pCR 2.1y
Se secuenciaron.
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A partir delasecuenciadel péptido triptico P3 se disefid el cebador OL9C (5 3 ),
y apartir delasecuenciade P5 sedisefiaron loscebadoresOL9A (3 5)yOL9B (5 3).
En la primera reaccion de amplificacion, en la que se emplearon los cebadores OL9C y
OL9A, se obtuvo un fragmento de 700 pb que codificaba para una region interna de la
proteina. ConloscebadoresOL9B y 3 CDS, seamplificd unfragmento de485 pb. Con esta
segundareaccién de amplificaci on se consiguid determinar lasecuenciade nucledtidos que
codificaparael carboxilo-terminal de Olee9, asi comolasecuencia3' no codificante hasta
la cola de poliA. Con las dos primeras etapas de PCR se habia conseguido obtener una
secuencia compuesta, en total, por 1100 nucledtidos.

A partir de estasecuencia obtenida se disefiaron nuevos cebadores especificos, esta
vez, nodegenerados: OL9D (5 3 ),0L9E(3 5)yOL9F(3 5).0L9D seutilizé para
reamplificar de nuevo el extremo 3 y confirmar la secuenciaobtenidaanteriormente. Con
el fin de obtener la secuencia NH,-terminal se llevaron a cabo dos reacciones de
amplificacion con los cebadores OL9E, OL9F y SMART-II. En la primera reaccion se
obtuvo un fragmento de 657 pb y en la segunda un fragmento de 722 pb. Se secuenciaron
ambos 1o que permitié obtener junto con la secuencias obtenidas anteriormente la
secuencia completa de DNA que codifica paralaproteinaOle e 9.

A B
1 1383
cEIHA: } I M 1 2
oLac oLas b
oLap F°CDs E101
[ — MGe
oLa0 3003 Leki
a ] ]
SMART- I OLOE 1013 b Clonaje en pCRZ ]
ShART-11 OLaF e
= = ;
WTC-OLA ol
== == -
NT-0La coLg tacid
r-0 o SECUENCIACION

Figura 36: Estrategiadel clonaje de Ole e 9. (A) Etapas de PCR realizadas con los distintos cebadores ().
(B) El gel muestra los fragmentos de DNA obtenidos en las dos Ultimas etapas de PCR. M, patrones de

tamafio conocido; region codificante de Ole e 9 sin péptido sefial (1) y con él (2).

En lafigura 37 se muestra la secuencia completa de nucledtidos del gen de Ole e
9, junto con la secuencia de aminoécidos deducida. La region codificante son 1380
nucledtidos que codifica para 460 aminoéacidos. La secuencia se analizo utilizando un
método predictivo para detectar e sitio de procesamiento de laproteina madura[Nielsen
y col., 1997]. Seguin estaprediccion, Olee9 seprocesariaentrelaSer-26 y laGln-27, luego
presentaun péptido sefial formado por 26 aminoacidos. Este dato sugiere queOlee9 esuna
proteina de secrecién a medio extraceluar. Como se ha comentado en laintroduccién de
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estetrabajo, las -1,3-glucanasas, proteinas con lasque €l alergeno presentahomol ogia, se
pueden clasificar en distintos grupos dependiendo, entre otras cosas, de su localizacion
celular, sélo lasdelaclase | (pl bésico y de longitud cortas) se localizan en las vacuolas,
siendo las demas secretadas al medio extracelular (clasell, 111 y1V). Por otro lado, el hecho
dequeel primer aminoécido seauna Gln explicarialaimposibilidad de dotener el extremo
NH,-terminal mediante degradacion de Edman, ya que esteaminoacido se cidade forma

espontanea a piroglutamato.
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Figura37: Secuencia denucledtidosde Ole e 9 junto con la secuencia de aminoacidosdeducida. Se subrayan
las regiones que se obtuvieron con la secuenciacién de los péptidos tripticos. () sitio predictivo para el

AAAAAACAAATTATTTTCGT TTTCCAACTTATTCTTAACCT AAAGCAGATAGCCATACAGATGGCTGCAAAT
M A A N

GTGCAAACATCTTCTCTACTCTTCCTGGTTTTCCTTTTACTACAAAACT TTTACTCOGCAAATTCACAATCA
VQTSSLLFLVFLTLLG ONTFYSANSOQS

TTTTTGGGAGTAAAT TATGGGCAAT TAAGCGACAACCT CCCTTCCGCT TCAGGCGACGETGAACCTTTTGAAG
FL GV NYGOQQL SDNLZPSLQATVNLLK

TCCACAACCAT CCAAAAGGT TAGCCTCTTCGGT GCTGAGCCAGCAGT CATTAAAGCGT TTGCAAACACCGGEC
S T TI QKVRLFGAEPAVI KAFANT G

GITGAAATTGTGATAGGAT TCGACAAT GGCGATAT TGCAACGT TAGCT TCCAACCCAAAT GTAGCAAGT CAG
v EIl vI GF DNGDI PTL ASNZPNWVASN

TTTGTGAAATCCAATGI GATGTCTTTCTAT CCGGCGAGCAATATTATAGCCATCACGGT TGGTAATGAGGTA
FVKSNVMSFYPASNI I AI TV GNDYV

TTGACATCAGGAGATCAAAAGCT CATCTCTCAACT CTTGCCAGCAAT GCAAAAT GTQCAAAAT GCCCTGAAT
L TSGDO QKTLTI SQLTLPAMOQNVYVYOQNATLN

GCCGCTTCATTGGGT GGGAAAGT TAAGGT CTCGACGGT GCACGCGATGGCTGT GT TAAGT CAGT CATATCCT
AAASL GGKV KV STVHAMAVL S QS YZFP

CCCTCATCAGGAGT TTTCAACCCT GGAT TAGGT GACACAAT GAAGGCAT TGCT TCAATTCCAGAGT GCAAAT
P S SGVFNPGLGDTMKALIULOQFOQSAN

GATGCACCTTTTATGATCAGTCCATACCCT TACT TCGCATACAAAAACCAGCCAACGCCTGATACATTGGCA
DAPFMI SPYPYFAYIKNOQPTWPDTL A

TTCTGCCTTTTCCAACCTAAT GCTGGGCAAGT CGACTCT GGAAAT GGTCACAAGT ACACGAATATGT TCGAT
FCLFOQPNAGOQVD SGNU GHIKYTNWMEFD

GCACAGGT TGATGCTGI GCACT CTGCCT TAAAT GCAAT GGGAT TCAAGGATATTGAGATCGTAGT TGCTGAG
AAQVDAVHSALNAMGTE F KU DI E I V VAE

ACT GGGT GGCCTCACGGAGGAGACT CCAATGAAGT TGECCCAAGCT TGGACAATGCAAAAGCCTATGT TGGA
I GWPHGGD SNEVGPSLDNAKAYVGC

AACTTGATAAACCACCT CAAATCAAAAGT CGGCACCOCACT TATGCCTGGAAAATCAATTGACACCTACCTC
N LI NHLKSIKVGTW®PLMPGI K S 1 DTYL

TTTTCACTTTATGACGAGGATAAGAAAACCGGGEGCAAGCT CAGAGAAATATTTTGGACTTTTCAAGCCAGAT
F S LYDEUDI K KT GASSEIKYFGL FKUPD

GGTTCGACGACTTATGATGT CGGT CTCCTAAAGAACACACAGAAT CCAACAACT CCAGCAACACCAACCCCA
G S TTYDVGLLKNTONPTTUPATWZPTP

ACACCAAAAGCAGCAGGATCTTGGT GTGTACCCAAACCT GGAGT CTCTGATGATCAGT TGACGGGAAATATT
T P KAAGSWCVPKPGY SDDOQL T G NI

AACTATGCCT GT GGCCAGGGGAT TGAT TGCGGGCCAAT TCAGCCAGGAGGT GCCTGTTTTGAACCAAACACT
NYACSQGI DCGPI QP GGACTFEPNT

GTAAAAGCACACCCTACTTATGTGATGAATCTTTACTATCAAT CTGCCGGAAGGAATTCTTGGAACTGTGAC
vV KAHAAYVMNLYYQHAGRNSWNTCD

TTCTCGCAGACAGCCACTCTCACTAATACTAATCCTAGT TACGGAGCT TGCAATTTTCCCAGT GGCAGTAAC
F S QTATLTNTNPSYGACNEFPSG SN

TGAAAGGATGAGGAAATTTTTGATTGCTAAATAAT TAGTAGAGATGTAGTAGT TTCGGAAGT GGT TCTGAAA
CATAAGGCCCAATATTAGTTTTTATGTAAGCTAATAATGAATTTTCAATTGTATTCATGACACTTTATTGAA
TAAAGGATATTTTTTGIATTTTCTTTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

procesamiento. El subrayado doble marca |os sitios potenciales de glicosilacion.
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Tabla 13: Composicion de aminoacdos de Ole e9.

N° de aminoéacidos deter minados por:

Andlisis de aminoacidos Secuenciacion*
Aminoacido Olee9a Olee9b
Cys 6 6 7
Asx 56 56 58
Thr 28 28 30
Ser 35 33 37
Glx 34 32 31
Pro 30 37 32
Gly 42 40 38
Ala 39 39 40
Val 26 27 30
Met 10 10 9
lle 17 17 17
Leu 36 35 33
Tyr 17 17 17
Phe 20 20 20
His 7 7 7
Lys 24 23 23
Arg 3 3 2
Trp nd nd 3
Total 430 430 434

* determinado para la proteina madura

Lamasamolecular y el punto isoel éctrico calculado de formatetricaa partir de la
secuencia de aminoécidos, excluyendo d péptido sefial, fue 46044 Da y 5.62,
respectivamente, valores que se correlacionan bien con los obtenidos para la proteina
purificada (46.4y 46.3 kDa, paralas isoformas aisladas). Lacomposicion de aminoacidos
obtenidaa partir de la estructura primaria coincide, también, con la calculadamediante la
hidrdlisis &cida de la proteina (tabla 13).

El alergeno presenta dos posibles sitios de N-glicosilacién en las posiciones 355 y
447, que se encuentran formando parte de la secuencia consenso Asn-X-Thr/Ser. De estos
dos sitios, a menos uno s encuentra gicosilado como se ha demostrado mediante la
reaccion positiva de la proteina con lalectina Con A.

Posteriormente, se diseflaron dos nuevos cebadores: NTC-OL9 y CT-OL9,
correspondientesal extremo5 y 3 terminal, respectivamente, del DNA codificantedeOle
e 9. Ambos incluyen un sitio de restriccion para facilitar més adelante su clongje en un
vector de expresion. Con edos dos cebadores se llevd a cabo otra reaccion de
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amplificacion, enlaqueseobtuvo laregion codificante del al ergeno completa, quesecloné
en el vector pCR 2.1. Cuatro de |l os clones obtenidos fueron secuenciados.
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Figura 38: Secuencias de amino&cidos deducidas de los clones de cDNA de Ole e 9 obtenidos mediante
amplificacion por PCR. Los puntos ( ) indican identidad respecto ala secuencia superior; Olee9, secuencia
obtenidamediantela secuenciacion de los fragmentos de PCR. También se muestran el nUmero decambios

y el % de identidad de cada clon con respecto al superior.

Por otrolado, y teniendo en cuentael sitio de procesamiento, sedisefio otro cebador,
NT-OL9, que correspondia ala secuencia de siete residuos a partir del primer aminoécido
de laproteina madura que, junto con CT-OL9, sirvi6 para obtener laregion codificante de
Ole e 9 madura. El fragmento de DNA se clon6 en €l vector pCR 2.1y se seleccionaron
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cuatro nuevos clones para ser secuenciados. El poseer el DNA correspondiente a la
preproteinay a la proteina madura facilitaria la seleccion posterior del método a utilizar
para expresarla.

Tabla 14: Caracteristicas molecularesde |os clones secuenciados deOle e 9.

Clones Masa molecular (Da) Punto isoeléctrico Cambios en la secuencia
OLE48 46043.7 5.62

Olee9 46043.7 5.62 S GH S
OLE45 46120.8 5.62 N T

OLE49 46047.7 5.62 P T

OLE47 45940.6 5.62 C S

OLE12 46043.7 5.62

OLE®6 46043.7 5.62

OLE21 46138.9 5.97 G F,D PA V

N SD G K NA T,K E S G,
H S, K D

OLE2 45896 .4 5.00

Trasla secuenciacion delos ocho clones completos, cuatro conteniendo € péptido
sefid y otros cuatro con la secuencia de la proteinamadura, se analizaron los cambios en
la secuenciade nucledtidos, algunos de los cuales eran silenciosos y otros, sin embargo,
conducian a cambios en la secuencia de aminoécidos. En la figura 38 se muestran las
secuencias de aminoécidos deducidas a partir de estos clones, asi como la deducida por
secuenci acién delos distintos fragmentos obtenidos por PCR para completar €l clongje de
Olee9, comparadas con & clon OLE48. Se escogi6 este clon como referencia puesto que
dos de los otros clones secuenciados tienen exactamente la misma composicion
aminoacidicaque éste, |o que sugiere que podriaser el mayoritario. Se puede observar que
aparecen heterogeneidades en varias posiciones, |o cua estaria en concordancia con €l
polimorfismo observado en la prateina a partir del perfil de RP-HPLC (figura 31), como
en el andlisis de aminoacidos (tabla 11). Cabe destaca que aparecen mas cambios en la
secuenciaobtenidadelos clones sin péptido sefial, 1o que hace pensar que podriahaber més
heterogeneidades que no se estan detectando al haber condicionado la seleccion de estas
secuencias a partir del péptido sefial. Aparecen cambiosen 14 posicionesalo largo de la
secuencia, manteniéndose en todas ellas |0s dos sitios potencial es de glicosilacion. Todos
los clonestienen siete cisteinas en las posiciones 222, 273, 392, 398, 407,435y 453, salvo
el clon 47, cuya Unica variacion respecto a la secuencia obtenida méas frecuente es la
sustitucion de la Cys 453 por una Ser. En la tabla 14 aparecen algunas caracteristicas
mol ecul ares de estos clones, comoson lamasamolecular y € puntoisoel éctrico calculados
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de forma tedrica a partir de la secuencia de aminoécidos de la proteina madura. Cabe
destacar que todos los clones salvo dos, mantienen exactamente e mismo punto
isoel éctrico.

El polimorfismo que agui se confirmacomo una caracteristica molecular de Ole e
9 es extensible a caso de muchos alergenos de plantas y, concretamente, en el polen de
olivo se han descrito, también, otros alergenos que lo manifiestan. Ole e 1 posee
heterogenidades en 37 posiciones de su estructuraprimaria[Villalbay col., 1993; Villaba
y col., 1994], Ole e 3 presenta2 cambios en la secuencia de aminoécidos [Ledesmay cal.,
1998] y en Olee 8 se han detectado 5 [Ledesma, 2000]. El polimorfismo de alergenos se
ha podido determinar en los Ultimos afios gracias alas técnicas de clongje y secuenciacion
del cDNA especifico habiéndose encontrado isoformas en muchos de ellos, como por
giemploen Lol pldeL. perenne, Amb aldeA. artemisiifolia, Par j 1de P. judaicay Cyn
d 1 de C. dactylon [Pérez y col., 1990; Groffith y col., 1992; Duro y col., 1997; Chang y
col., 1999]. Estasisoformas pueden variar en pocos aminoé&idos o en mas de uncuarto de
la secuencia completa. Otro ejemplo puede ser el alergeno principal del polen de abedul,
Bet v 1, parael que sehan descrito hasta 20 isoformas presentando, algunas deellas, baja
capacidad para unir IgE, pero alta capacidad para estimular células T [Snowboday cal.,
1995; Ferreiray col., 1996]. En € otro extremo se encuentran losalergenos de pélenes de
gramineas como Lol p 1, Lol p 2 y Lol p 3 que existen como multiples formas
isoal ergénicas[Johnsony Marsh, 1965]. Por tanto, ladeterminacion delasisoformasdeun
alergeno no solo esun valiosodato anivel ciertifico que complealacaracterizacion dela
proteina, sino que puede tener gran relevanciaclinica, puesto que lasustitucion de algunos
aminoécidos en la estructura primaria pueden cambiar notablemente su antigenicidad, asi
hay estudios que apuntan hacia € posible uso de isoformas hipoalergénicas en
inmunoterapia [Ebner y Ferreira, 1997].

Lasenzimas -1,3-glucanasas, con las queOle e 9 presenta homologia, también se
caracterizan por presentar distintasisof ormas[ L eubner-Metzger y Meins, 1999] que pueden
variar en nimero. Por ejemplo, de la enzima Sp41 especifica del estilo del tabaco se han
detectado dosisoformas[Ori y col., 1990] ydelaenzimade cebada se han detectado hasta
seis isoformas denominadas desde Hv-Gl aHv-GVI [Xuy cd., 1992].

Homologia de secuencia

El alineamiento de lasecuenciacompletadeOlee 9 conotras -1,3-glucanasasde
distintas especies (figura 39) confirmd lahomol ogia propuesta previamente. En latabla 15
se muestran los porcentgjes de identidad y de similitud entre las distintas secuencias
considerando laregion que se puede ainear.
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Figura 39: Alineamiento de lasecuenciade Olee9 con -1,3-glucanasasde Triticum aestivum(trigo) (Wh-
Ta), de Arabidopsisthaliana(At-A6), de Brassica napus (colza) (Bn-A6), deSalix gilgiana (sauce japonés)
(Sg-GN1), de Nicotianatabacum (tabaco) (To-Sp41), de Hordeum vulgare (cebada) (Hv-Gll) y deHevea
brasiliensis (latex) (Hev b 2). En negro se resaltan los residuos conservados entodas |as secuenciasy en gris
los conservados en, al menos, cuatro de ellas. Los guiones (-) indican los huecos introducidos en el
alineamiento. Se sefiala el gtio tedrico de procesamiento deOlee 9 ( ), losresiduos cataliticos (*) propuesos
por Cheny col. [1995] y los sitios potenciales de glicosilacion () paraOle e 9.

Tabla 15: Porcentajes (%) de identidad y similitud de secuencia entre Ole e 9 y proteinas homaélogas.
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SIMILITUD
Olee9 | Wh-Ta At-A6 Bn-A6 Sg-GN1 | To-sp4l | Hv-GlIlI Hevb 2
Olee9 58 51 51 52 55 53 50
Wh-Ta 39 48 49 48 47 49 45
At-A6 32 32 93 70 54 52 48
Bn-A6 31 32 84 70 52 52 47
Sg-GN1 33 32 51 50 53 52 49
To-sp4l 34 29 32 31 29 60 65
Hv-GlI 35 34 32 31 34 42 58
Hevb 2 30 30 27 27 28 48 47
IDENTIDAD

Como se puede observar, lamayor identidad la presentacon una -1,3-glucanasa
presenteenlaraiz del trigo (Wh-Ta) lacual posee un punto isoel éctrico acido[Cruz-Ortega
y col., 1997], y con las -1,3-glucanasas bésicas de Brassica napus (Bn-A6), de
Arabidopsisthaliana (At-A6) ambas especificasde anteras [Hirdy col., 1993], y de Salix
gilgiana (Sg-GN1) especificadel amento delasflores masculinas [Futamuray col., 2000].
Ole e 9, asi como estas cuatro proteinas, tienen una extension en el extremo COOH-
terminal, ricaen Cysy Pro con unalongtud entre 108y 112 residuos, de laque carecen €
restodelasenzimas -1,3-glucanasas descritas hastalafecha[Leubner-Metzger y Meins,
1999]. Como ejemplo de éstas Ultimas, se ha utilizado en el aineamiento la enzima de
cebada (Hv-GII) [Xuy col., 1992] y laenzimaTo-sp411 del estilodel tabaco [Lotany col.,
1989]. En la figura se incluye, también, la secuencia del alergeno del latex Hev b 2
[Sunderasan y col., 1995; Chye y Cheung, 1995], unico alergeno descrito como -1,3-
glucanasay por tanto, Unico alergeno con el gue Olee 9 presenta homologia. Lasimilitud
entreHev b 2y Olee9 no esmuy elevada (30% deidentidad, 50% de similitud), sobretodo
si comparamos con laque presentan otros al ergenos del polen del olivo, como Oleely Ole
e 3, con sus alergenos homologos, en otras oleaceas 0 en especies no relacionadas
filogenéticamente como las gramineas, ya que los valores oscilan entre el 81y el 98%.

En la region COOH-termina de Ole e 9, se encuentran situados los dos sitios
consenso potencialesde glicosilacion. Wh-Ta, Bn-A6y Sg-GN1tienen también dos sitios
posiblesde glicosilacion en esazona, y At-A6 tres. Estas enzimas presentan, ademés, otros
lugares posibles de glicosilacion repartidos alo largo desu secuencia. LaenzimaSp4l, -
1,3-glucanasa‘“ corta” posee un sitio deglicodlacion en el extremo COOH-terminal yotros
tres repartidos a lo largo de la molécula, habiéndose demostrado, mediante la reaccion
positivacon Con A, que seencuentraglicosilada[Ori y col., 1990]. Ademés, Hevb 2 posee
un sitio potencial deglicosilacion al final del extremo carboxilo, no habiéndose estudiado
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su caracter glicosilado [Sunderasan y col., 1995; Chyey Cheung, 1995]. Laglicosilacion
es una propiedad que las proteinas que aqui se presentan no comparten con las demés -
1,3-glucanasas descritas hastalafecha, aunque se sabequelasdeclasel (pl &cido y cortas)
Se producen como pre-pro-proteinas con un péptido sefia hidrofébico en el extremo NH,-
terminal y una extension glicosilada en el extremo COOH-terminal que s eliminaen la
proteina madura [Shinshi y col., 1988].

Por otro lado, no se puede descartar e procesamiento de un péptido corto del
extremo COOH-terminal de Olee9, teniendo en cuenta, por unlado lasmasas mol ecul ares
del alergeno obtenidas experimentadmente (46.4 y 46.3 kDa) y a partir de la secuencia
deducida de la proteina madura (46 kDa) y la masa molecular (892 Da) que sumaria €l
grupo glicosidico minimo (NAcGlu,Man,) unido a una Asn de una secuencia consenso;
tanto més s se consideran dos sitos glicosilados y con oligosacaridos mas complejos.
Ademés, la pérdida de un péptido corto podria implicar a la dltima Cys de la cadena
polipeptidica, 1o que podria explicar el hecho de que mediante la oxidacién con &cido
perférmicoy posterior analisisde aminoécidos de Ole e 9, sOlo sedetectasen seis Cysy no
las siete determinadas tras la secuenciacion de los distintos clones. En cualquier caso,
tampoco habria que descartar que e procesamiento del extremo NH,-terminal implicase
algunos residuos maés de los predichos por € método de Nielsen y col. [1996], aunque
parece més improbabl e puesto que implicaria residuos que se encuentran conservados en
otras -1,3-glucanasas (figura 39).

Otro dato que hay que destacar al comparar las distintas secuencias esque las seis
Cys se encuentran en posiciones conservadas en las cinco -1,3-glucanasas “largas’,
encontrandosetodas ellas |ocalizadas en el extremo COOH-terminal, luego podrian tener
un motivotridimensional comun en estaregion. También resultainteresante comprobar que
las enzimas “largas’, salvo Wh-Ta, se encuentran localizadas en tejidos reproductivos de
las plantas. Estas enzimas de mayor longitud no se adaptan a ninguno de las clases
estructurales propuestas paralas -1,3-glucanasas, luego podriamos encontrarnos frente a
una nueva clase de estas enzimas.

Lafamiliade -1,3-glucanasas incluye una proteina de laex para la que se han
descrito propiedades alergénicas. Se trata de Hev b 2 alergeno que pertenece al grupo de
las -1,3-glucanasas cortas y basicas. Este dergeno es polimorfico, presentando masas
mol ecul ares aparentes entre 35-38 kDa. Estas caracteristicas moleculareslo aejan de Ole
e9queesuna -1,3-glucanasa“larga’ (46 kDa) depunto isoel éctrico acido. sin embargo,
no puede descartarse algun tipo de reactividad cruzada entre estos dos a ergenos, extremo
gue serd preciso explorar en un futuro.

En latabla 16 se resumen algunas delas caracteristicas moleculares de las  -1,3-
glucanasas homdlogas a Ole e 9 que han sido empleadas en el aineamiento. Se puede
observar la variabilidad tanto en el tamafio como en €l pl. De todaslas -1,3-glucanasas
“largas’ descritas, tan sdlo Ole e 9 y Wh-Ta presentan un punto isoel éctrico &acido.

Tabla 16: Resumen de algunas caracteristicas moleculares delas proteinas homélogas a Ole e 9.
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N° de aminoéacidos Mw (kDa)

Glucanasa a b a b pl

Olee9 460 434 46.0 49.0 5.62
Wh-Ta 461 436 46.0 48.9 6.00
At-A6 478 455 52.0 52.9 9.20
Bn-A6 474 453 52.0 53.5 9.20
Sg-GN1 478 440 49.0 52.0 9.27
To-sp4l 351 319 35.7 39.2 5.61
Hv-GlI 334 306 32.0 35.2 10.0
Hev b 2 374 349 36.0 41.3 9.50

a, incluyendo el péptido sefial

b, considerando laproteina madura

Prediccion de estructura secundaria de Olee 9

La prediccién de estructura secundaria se llevé acabo basandose en la estructura
primaria del alergeno y aplicando |os métodos de Garnier y col., [1996] (figura 40). Los
resultados de dicha prediccion dan un 18.9% hélice , 23.5% lamina y 57.6%
conformacion aperiddica. El patron de estructura secundariamuestra una alternanciaentre
hélice ylamina enlos primeros 320 aminoéacidos de la cadena polipeptidica.

ee hhhhhhhhhh hhhhhh hhhhhhh eeeee ee
QSFLGVNYGQLSDNLPSLQATVNLLKSTTI QKVRLFGAEPAVI KAFANTGVEI VI GFDNGDI PTLASNPN 70

eee eeee eeeeee hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhc eeeeeeeeeee
VASQFVKSNVNMSFYPASNI | Al TVGNEVLTSGDKLI SQLL PAMINVONAL NAASL GGKVKVSTVHAMAV 140

ee hhhhhhhhhh eeeeee ee
L SQSYPPSSGVFNPGL GCDTMKAL L QFQSANDAPFM SPYPYFAYKNQPTPDTLAFCLFQPNAGQVDSGNG 210

eeehhhhhhhhhhhhhhhh eeeeeee hhhhhhhhhhh
HKYTNVFDAQVDAVHSAL NAMGFKDI El' VVAET GWPHGGDSNEVGPSL DNAKAYVGNL I NHLKSKVGTPL 280

eeeeeee eeeeeeee eeeeeeee
MPCKSI DTYLFSLYDEDKKTGASSEKYFA.FKPDGSTTYDVGLLKNTQNPTTPATPTPTPKAAGSWCVPK 350

eee eeeeeeeeeeeeeee eeee
PGVSDDQLTGNI NYACSQG DCGPI QPGGACFEPNTVKAHAAYVML YYQHAGRNSWNCDFSQTATLTNT 420

eee
NPSYGACNFPSGSN 434

Figura 40: Prediccion de estructur a secundariade Ole e 9, siendo hélice  (h en azul), lamina (e enrojo),
y ordenacion aperiddica(c enverde). Los residuos cataliticosy lossitios de N-glicosilad én estan sefialados

en negrita.

Esta distribucién da lugar a un motivo estructural tipico de las enzimas glicosil-
hidrolasas [Juers y col., 1999] a que se denomina barril / o, eninglés, “TIM barrel”.
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Este nuevo dato estrucural apoya, unavez mas, la petenenciade Ole e 9 alafamiliade
las glicosi|-hidrolasas, uno de cuyosmiembrosesla -1,3-glucanasa. El extremo COOH-
terminal formado por los Ultimos 108 aminoacidos tiene, principalmente, estructura
aperiodica, siendo en esta region donde se encuentran los dos sitios potenciales de
glicosilacion, asi como seisdelas siete Cys que tienelamolécula. Los residuos cataliticos
propuestos por Cheny col. [1995] quedan distribuidos de la siguiente forma: el Glu-268
nucledfiloenlalamina 7Yy e Glu-331 donador de protonesenlalamina 8, lasituacion
de estos residuos en la estrudura secundariaesta conservada en todas las enzimas  -1,3-
glucanasas [Varghesey col., 1994].

Prediccién de antigenicidad e hidrofilia

A partir delasecuenciade aminoécidos deducidadeOle e 9 se haobtenido su pefil
dehidrofobicidad (figura41) segin el programadescrito por Kytey Doolittle[1982] donde
se puede observar que tienen un extremo NH,-terminal muy hidrofobico formado por 26
aminoécidos, que corresponderia a péptido sefial. También se observa que los primeros
300 aminoécidos, incluyendo el péptido sefial, tienen un mayor caracter hidrofdoico por lo
gue podrian estar formando parte de una estructuramas empaquetada que los 150 residuos
del extremo COOH-terminal que tiene un caracter méas hidrofilico. El perfil de
hidrofobicidad es muy similar a descrito parala -1,3-glucanasa del estilo del tabaco
Sp41[Ori y col., 1990].

Figura 41: Predicciones teoricas sobre la estructura de Ole e 9. (a) Perfil de hidrofobicidad segin Kyte y
Doolittle, [1982]. (b) Perfil de antigenicidad segun Welling y col. [1985].
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L aprediccion deanti geni cidad mediante el método deWellingy col., [1985] sugiere
la existencia de cinco regones potencial mente antigénicas, que podrian contribuir a la
formacion de epitopos B. Estaregionesserian lascomprendidasentrelosresiduos 145-166,
247-253, 284-302, 319-329 y 412-429.

ANALISISFUNCIONAL DE Olee9: ACTIVIDAD ENZIMATICA -1,3-glucanasa

El mecanismo catal itico propuestoparalasenzimas -1,3-glucanasas semuestraen
la figura 42 [Chen y col., 1993; 1995]. El centro activo lo forman una tetrada de
aminoécidos ionizables. Glu-268, Glu-322, Lys325 y Qu-331 (posiciones
correspondientesa Ole e 9; ver figura 39).

Figura 42: Mecanismo catalitico propuesto paralas enzimas -1,3-glucanasas por Cheny col. [1995]. Las

posiciones marcadas en los residuos son las correspondientes a Olee 9. El pH 6ptimo de actuacion es 4.5
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El Glu-331, comoacido débil, actuaria protonando el oxigeno glicosidicoy el Glu-
268 actuaria como nucledfilo estabilizando, mediante un enlace covalente transitorio, el
estado intermedio. El mecanismo por el cual Glu-322y Lys-325 gjercen suinfluenciaesta
por determinar, aunque es posi bl e que estos dos residuos formen un par i6nico que podria
ayudar aestabilizar |acarganegativaque se establece enel Glu-331 durantelaprotonacion
del &omo de oxigeno glicosidico [Cheny col., 1995].

Puesto que estos residuos implicados en la catalisis enzimética se conservaban en
Olee9, seprocedioamedirinvitrolaactividad -1,3-glucanasadel alergeno. Paraello se
empled como sustrato un polimero de glucosas unidas por enlaces -(1,3), lalaminarina,
y se midi6 la actividad como la cantidad de glucosa liberada por minuto. El alergeno
purificado muestra una actividad especificade38.9 + 5.6 mg de glucosa por minuto y por

mol de proteina, exhibiendo la mayor actividad a un pH comprendido entre 4.5y 6.0
(figura 43).

Figura 43: Dependenciadel pH delaactividad de Ole e 9, que se expresacomo el valor de absorcion medido
a 540 nm del producto coloreado obtenido por reaccion de la glucosa liberada con el reactivo de cobre
empleado en el ensayo (ver materiales y métodos).

Si se comparan las actividades de las  -1,3-glucanasas descritas es conveniente
distinguir entre aguellas que son basicasy las que tienen un pl &cido. Las primeras tienen
unaactividad enzimaéticaque puede ser entre 50 y 250 vecesmayor que lade las segundas
presentando unaactividad maximaapH 4.5, y siendo € intervalo de pH a que son activas
muy estrecho (entre 4.0y 5.5). Son precisamentelas -1,3-glucanasasdelaclasel lasque
parecen estar implicadas en |os procesos de defensa, habiéndose demostrado la expresion
delaproteinacuando se produce lainfeccion por algun agente patoégeno[ L eubner-Metzger
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y Meins, 1999]. Olee9esuna -1,3-glucanasa acida, |o que podria explicar la actividad
especifica bajacomparadacon, por jemplo, unadelasisoenzimasdelas -1,3-glucanasas
de cebada Hv-GI (punto isoel éctrico 8.6), cuyaactividad especificaes 1246 mg de glucosa
liberados por minutoy por mol de enzimaaun pH optimo de 5.6 [Hoj y col., 1988]. En
este sentido, cabe destacar el hecho de que existen muy pocas -1,3-glucanasas bien
caracterizadas anivel enzimatico, salvo lasisoformas de laenzimadelacebada: Hv-Gl y
Hv-GIl [Hoj y col., 1988; Chen y col., 1993; 1995]. Respecto a grupo de glucanasas
“largas’, no se conoce ni laactividad especificadeningunade ellas, ni de quéformapodria
estar involucradalaextension de su COOH-terminal en laausenciade actividad. Teniendo
en cuenta esta Ultimaincégnitay adiferenciadeOle e 9, no se ha detectado actividad en
la enzima especifica de anteras Bn-A6 [Hird y col., 1993]. Este hecho se ha explicado en
basealaausenciadeuno delos Glu diredamente implicados en lacatélisis, concretamente
el Glu-331 estdsustituido por unaGlnenesta -1,3-glucanasade colza[Chenycol., 1995).
Basandose en estos andlisis, se podria descartar la participacion del extremo COOH-
terminal delas -1,3-glucanasas “largas’ en launién al sustrato. Por otro lado, un hecho
gue apunta una explicaciéon de este cambio, con una base fisiologica, es que estudios
realizados con otra enzima especifica de anteras de tabaco, Tagl, han damostrado que la
expresion prematura, es decir, en estadios tempranos de la maduracién del polen, de la
actividad -glucanasa en las anteras de tabaco transgénico provoca la esterilidad de la
planta[Worral ycol., 1992], por lo que es posibe que en lanaturaleza, la actividad de Bn-
A6 deba ser baja, 0 bien que pueda ser regulada por desamidacién de dicho residuo
catalitico [Cheny cal., 1995]. En estudios previos se ha sugerido que la desamidacion de
proteinas actian como relges moleculares in vivo controlando el desarrollo y el
envejecimiento [Robinson y Robinson, 1991]. Tanto Bn-A6 como Ole e 9 se encuentran
en tejidos reproductores de la planta, la primera en anteras y la segunda en pden. Podria
ocurrir que la actividad -1,3-glucanasa tuviera que ser también baja en e polen
disparandose, quiza, ante un cambio en las condiciones fisiol6gicas 0 ambientales de la
planta, pudiendo, por tanto, formar parte de procesos del desarrdlo o de defensa de la
misma.

Seguin estos resultados, parece que con las enzimas de defensa  -1,3-glucanasas
ocurre lo contrario que con las quitinasas, en |as que un dominio extra sirve para destacar
laactividad enzimatica. Las quitinasas, enzimas de defensa, también se han clasificadoen
distintos grupos dependiendo de su punto isoeléctricoy localizacion celular. Asi las dela
clase Il son écidas y presentan en su extremo NH,-terminal un dominio de heveina que
pareceestar implicado enlaunional sustrato, incrementando laactividad catal iticade éstas
con respecto alasquitinasasdelaclase| que carecen de dicho dominio. En este sentido los
autores Neuhaus y col [1996] han realizado recientemente una revision. Podriamos estar
ante un modo de regulacién enzimatica, positiva o negativa, en la que ésta depende dela
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presencia en lamol écula de extens ones polipeptidicas.

A lavista de los resultados obtenidos sobre Ole e 9, acerca de su capacidad para
romper las uniones -1,3 presentes en glucopolimeros, resulta interesante comparar su
posible funcion biologica enlacd ula del poleny las funciones atribuidas a resto de los
miembros de esta familia.

El crecimiento del tubo polinico se produce en un extremo del polen donde la
organizacion citoplasmética de las células difiere del resto. En esta zona la pared celular
es més finay plastica que en € resto del polen. Sin embargo, durante el crecimiento del
tubo polinico, la pared celular de éste no altera su grosor, |0 que apunta que también debe
producirselasintesis de pared celular. Parece, por tanto que debe existir un balance entre
rigidez y plasticidad en el extremo del tubo polinico controlado tanto por enzimas que
sintetizan como por enzimas que degradan la pared celular. Hace bastantes afios que
Roggen y Stanley [1969] estudiaron el efecto de enzimas glucosidasas ( -1,3-glucanasa,

-1,4-glucanasay peptidasa) durante laformacion del tubo en el polen del peral. En estos
estudios demostraron que, cuando se afiade -1,3-glucanasas al medio, a principio de la
germinacion del polen, seproduce un incramento en lalongitud del tubo polinico después
de tres horas de crecimiento del mismo. Sin embargo, cuando la enzima era afiadida
después de una hora de crecimiento, no tenia ningun efecto sobre lalongitud del tubo. Por
lotanto, laactividad -1,3-glucanasaparece ser rd evanteen el comienzo delagerminacion
del polen disolviendo la pared de callosa presenteen el poro que se produce en laintinaen
el lugar donde comienzaa crecer €l tubo polinico. El hecho de que laadiciénde laenzima
notuvieseningun efectoen el crecimientodel tubo, confirmaquelacallosa, sustrato natural
de las enzimas glucanasss, no se encuentra en el extremo del mismo durante su
crecimiento. En estos estudios también se demuestraque larel acion en laconcentracion de
glucanasas ( -1,3-glucanasasy -1,4-glucanasas) es, también, un factor determinante en
lainiciacion de laextension del tubo pol inico.

No hay estudios posteriores sobre el papd de las glucanasas en el polen aunque si
se han detectado en tejidos implicados en la reproduccion de las plantas, tales como el
estiloy lasanteras. Como g emplo, tendriamosel papel dela -1,3-glucanasaTagl durante
laformacion del polen en tabaco: en ese momento, latetrada se encuentrarodeada de una
pared de callosay la degradacion de esta pared por una  -1,3-glucanasas especifica de
anteras es un paso hecesaio paralaliberacion del polen fértil en el I6culo de la antera
[Worral y col., 1992; Bucciagliay Smith, 1994]. En €l estilo del tabaco se expresa,
exclusivamente, laenzima Sp41. Su expresion se produce cuatro dias antes de laantesisy
alcanzael pico maximo dos diasantes, y dura hasta el envejecimiento del estilo[Sessay
Fluhr, 1995]. Hasta el aislamiento y caracterizacion de Ole e 9, ninguna -1,3-glucanasa
habia sido detectada en polen. Sin embargo, estas enzimas podrian tener un papel
fisiol6gico importante en laformacion o en el desarrollo del mismo, aungque tampoco hay
gue descartar que Ole e 9 pueda gjercer una funcion de defensaen d polen ya que setrata
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de un tgjido muy resistente frente al ataque de patégenosy ala degradacion.
MODELIZACION DE LA ESTRUCTURA TERCIARIA DE Olee9

Figura 44: Modelo tedrico de laestructuraterciariadel alergeno Olee9. A, vision lateral; B, vision frontal.
En rojo se muestran los residuos dispuestos en hélice y enamarillo losdispuestosenlamina . Se muestran,
también, las cadenas|aterdes de los cuatro residuoscatal iticos: en negro el Glu-268, en azul oscuro el Glu-

322, enazul clarolalLys-325yenrosael Glu-331. C, Vision frontal del alergeno donde se muestranen color

rojo y azul claro las regiones menos parecidas al modelo utilizado. Con la flecha sesefiala d sitio de unién
al sustrato.

En laactualidad se conoce la estructura tridimensional de dgunas proteinas de la
familia de las glicosil-hidrolasas. Recientemente, Juers 'y col. [1999] han redizado una
interesanterevision aeste respecto. L adisponibilidad delas coordenadas atémicas de estas
proteinas y la homol ogia existente entre todas |as proteinas pertenecientes a esta familia,
hapermitido realizar una primera aproximacion tedricaalaestructuraterciariade Olee9.
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Para ello se utilizo € programa Swiss-Model Protein Model ling Server [Peitsch, 1996;
Guex, y Peitsch, 1997]. La proteina sobre lacual d programa moddo fue laisoformaGill
dela -1,3-glucanasadel grano delacebada (Hv-GlI), de la que se ha obtenido mediante
difraccion de rayos X la estructura terciaria [Varghese y col., 1994]. Esta proteina, que
presentauna similitud de estructura primariacon Ole e 9 del 41%, no contienen laregion
COOH-terminal del alergeno deolivo por lo que solo se han podido modelizar losresiduos
comprendidosentrelalLeu-4y laAsn-352 En lafigura 44 serecoge el modelo estructural
tedrico obtenido paraOle e 9.

Laestructuratridimensional consisteenunmotivo( / ) (TIM-barrel) formado por
una corona central compuesta por las ocho laminas , conectadas con lazos, que pueden
ser més 0 menoslarges, alasocho hélices |, que forman unacoronaexterna. El surco que
atraviesa la molécula, tienen unalongitud de aproximadamente 40  y congtituye €l sitio
de union al sustrato donde se localizan los residuos cataliticos. El centro catalitico queda
entrelashélices 2y 3del extremo NH,-terminal de la cadena polipeptidicay entre las
hélices 5y 6 del extremo COOH-terminal de la cadena. En la figura 44A se puede
comprobar que las diferencias entre ambas glucanasas se encuentran en los lazos de union
entrelashélices ylasldminas , mientrasqueel plegamiento de laestructurasecundaria
periddica esta muy conservada.

La estructura de una proteina puede ser descrita a diferentes niveles: estructura
primaria, plegamiento, edructura del dominio y estructura de la superficie, siendo esta
ultimalamaés relevante parala union de anticuerpos, particularmente los epitopos, ya que
eslazonadelasuperficiedondeanivel atdmico el alergeno interaccionacon el anticuerpo.
Es por ello que en los procesos de reactividad cruzada tienetantaimportancialasimilitud
de los aergenos a nivel de estructura terciaria, como a nivel de estructura primaria. El
conocimiento de la estructura tridimensional de un aergeno, bien sea obtenida mediante
técnicas como RMN o difraccion de rayos X, o bien mediante la predicdon empleando
como mol de una proteinahomdl oga cuyo plegamiento se conozca, resulta de gran interés
parala determinacion de los epitopos que pueden edar implicados en launion a lgE, asi
como para el disefio de nuevas estrategias de estudio de la proteina.

CARACTERIZACION INMUNOLOGICA DE Olee9

En el aergograma correspondiente a extracto de polen de olivo se habia podido
detectar un alergeno de masa mol ecul ar aproximadade 45 kDaque erareconoddacon una
alta prevalencia por los sueros de distintos pacientes aérgicos a polen de olivo. El
aislamientoy lacaracterizacion molecular de esta -1,3-glucanasa permitio confirmar su
naturaleza alergénica ya que la proteina purificada era reconocida en experimentos de
inmunotransferenciapor unamezcla de cinco sueros de pacientes al érgicos que contenian
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IgE especificas frente a componentes de alto peso molecular (figura 29). Con la misma
mezclade sueros se hallevado a cabo un ensayo de titulacién del alergeno en ELISA para
analizar la unién en fase soluble (figura 45), empledndose como control negativo €l
alergeno Sin a 1 de mostaza.
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05+ Figura 45: Anélisis en ELISA de la uni6n de IgE a Olee 9
H\H—l purificado ( ) conunamezclade sueros de pacientesal érgicos
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3 9 27 81 243 aolivo. Se utiliz6 como control negativo Sinal ( ).

Dilucion del suero

Para conocer larelevancia clinica de este nuevo alergeno, quedaba por analizar la
frecuenciade reconoci miento de Ol e e 9 entrelos paci entes aérgi cosd polen deolivo. La
seleccion de estos pacientes es critica debido a que est4 demostrada la dependencia
geogréaficaque existe en lafrecuenciade reconoci miento de determinados al ergenos, como
esel casodeOlee6y Olee 7, siendo uno delosfactoresmésinfluyentes el nivel del polen
en el ambiente. Por tanto, se emplearon sueros de pacientes de dos regiones espariolas
donde laexposicién al polen de olivo es diferente: Jaén'y Madrid.

Delaregion de Jaén se ensayaronmediante EL | SA 46 sueros de pacientesal érgcos
a polen de olivo. Los resultados se compararon con |os obtenidos para Ole e 1 con esos
mismos sueros. Como se observa en lafigura46A, el 65% reconocen a Ole e 9, mientras
que & 75% reconocen a Ole e 1 (se consideraron positivos aquellos cuya union condujese
auna DO superior a0.1). Cinco de los sueros que reconocian a Ole e 9 se emplearon para
comparar, medianteensayosdeinmunotransferencia, launion delgE al alergeno purificado
y a extracto total del polen de olivo (figura 46B). En esta figura se puede dbservar €l
reconocimiento de varias proteinas del extracto del polen que presentan estos suercs,
comparado con la Unica banda reactiva de Ole e 9 purificada.

De la region de Madrid se emplearon 92 sueros de pacientes resultando una
frecuenciade reconocimiento del 52% (figura47). Este valor esinferior que enel caso de
los sueros procedentes de Jaén pero es superior a 50% queindicael umbral paraconsiderar
aun alergeno como principal, segun lanomendatura clasicade King y cd. [1994]. Este
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datoindicaque Olee9 puede ser considerado el segundo alergeno maspreval entedel polen
de olivo, situdndose inmediatamente detrés de Ole e 1.
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Figura 46: (A) ELISA de union de lasIgE de sueros de pacientes alérgicosalos alergenosOlee 1y Ole e
9. (B) Inmunotincion del extracto de polen de olivo (40 g de proteina total/pocillo), carril E, y de Olee 9
purificada (0.8 g/pocillo), carril P, con sueros de pacientes alérgicos de Jaén. El nimero de suero de la

inmunodeteccion se corresponde con el del ELISA.
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Figura 47: ELISA de unién a Ole e 9 de las IgE de sueros de pacientes alérgicosal olivo de la regién de
Madrid (se considera negativos aquellos con DO<0.1).

Aunque Ole e 9 esun alergeno con alta preval enciatanto en Jaén como en Madrid,
si comparamoslaintensidad delarespuestaen ELISA delos suerosdelas dos poblaciones,
(figura48), se puede observar que |os pacientes de Jaén poseen un nivel més alto de IgEs
especificas de Ole e 9 que los pacientes de Madrid.
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Figura 48: Anadlisis mediante EL SA de la distribucion dela intensidad de respuestaa Ole e 9 de IgE de

pacientes sensibilizados al polen de olivo de las dos poblaciones seleccionad as.

En estudios previosyasehabiaapuntado hacialaexistenciade diferencias notables
en la prevalencia de | os alergenos mas importantes del polen de olivo, segun laregion en
laque habitael paciente alérgco [Rodriguez y col., 1998]. Asi, mientras en regiones como
Madridy Valencia donde |os pacientes estén expuestos a bajos niveles de polen de olivo,
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predomina el reconocimiento al alergeno Ole e 1, en provindas como Jaén en la que la
poblacion estd expuesta a altos niveles de polen de olivo, muchos sueros reconocen
complejos patrones de bandas de alto y bajo peso molecular, ademésde Olee 1. En el caso
deOlee 9, lamayor diferencia entre las dos regones no eslaprevalenciasino el grado de
sensibilizacion de los pacientes, pudiendo ser estadiferenciaatribuidaalos nivelesen los
gue se encuentra este alergeno en el polen de olivo, mucho menores quelosde Olee 1 (el

andlisis del extracto del polen de olivo mediante PAGE-SDSYy posterior tincion con azul

de Coomassie muestraque Ole e 1 es la proteina méas abundante en esta fuentebiol 6gica).

Esto explicaria, por gjemplo, que sdlo en aquellas regiones donde |os niveles de polen de
olivo en la época de floracion sean muy elevados, Ole e 9 podra producir una mayor
sensibilizacion en | os paci entes d érgi cos y estimular la produccion de una considerable
cantidad de IgE especifica (figura48).

Ladependencia del factor geografico en la prevalencia a algunos alergenos podria
tener una gran importanciaalahoraderealizar un diagndstico y de disefiar una estrategia
de inmunoterapia para cada paciente alérgico, pues tratamientos de inmunizacionfrente a
polen de olivo que pueden resul tar eficaces con pacientes de una determinada area pueden
tener una respuesta limitada en pacientes de otras regiones.

L ocalizacion deregiones inmunodominantesen Olee 9

La fragmentacion proteolitica de una proteina alergénica, bien sea quimica o
enzimatica, es una estrategia aternativa a la obtencion de péptidos sintéticos o péptidos
recombinantes para su mapeo epitopico [Mazzoni y col., 1996]. Para redlizar una
aproximacion preliminar a mapeo epitdpico de Ole e 9, y determinar alguna region
inmunodominante, se emplearon |os péptidos resultantes de la digestion proteolitica del
alergeno con tripsina (figura 34) después de su purificacion mediante HPLC. Alicuotas
idénticas de cada uno de los péptidos obtenidos (PO, P1, P2, P3, P4y P5) (tabla 17) se
aplicaron en unamembranadenitrocel ulosay serealiz6 ladetecd 6ninmunol 6gicacon una
mezcla de sueros, asi como con tres sueros individual es que reconocen laproteina. En la
figura 49 se muestra el resultado obtenido con la mezcla de sueros, que fue idéntico al
obtenido con los sueros individuales. Podemos observar que solo P5, que esta localizado
en la extension del COOH-terminal de la cadena polipeptidica, es capaz de unir IgE,
indicando gue contiene unaregion inmunodominante en Olee 9. Sin embargo, no se debe
descartar |a existencia de otros determinantes antigénicos localizados en otras zonas de la
mol éculayaque existen muchasregionesatin sin explorar. Ademas, determinados epitopos
pueden estar incompletos o pueden poseer un caracter discontinuo lo que impediria su
reconocimiento en la membrana. Por otro lado, € hallazgo de un epitopo en P5 es
congruente con el hecho de que la region COOH-terminal, que no tienen estructura
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periddica y es significativamente hidrofilica (figura 41), se encuentre expuesta en la
superficiede lamolécula, y por tanto, facilmente accesible alos anticuerpos. Este estudio
esaun muy preliminar, y el andlisisinmunol 6gico completo de Ole e 9 precisaain mucha
investigacion.

Tabla 17: Secuencia completa de los péptidos tripticos de Olee 9. Seindicasu secuencia de aminoacidosy
la posicién que ocupan en la molécula.

Péptido Secuencia Posicion
PO NTQNPTTPATPTPTPK 352-367
P1 AYVGNLINHLK 289-299
P2 DIEIVVAETGWPHGGDSNEV GPSLDNAK 261-288
P3 VSTVHAMAVLSQSYPPSSGVFNPGLGDTMK 158-187
P4a SIDTYLFSLYDEDK 311-324
P4b YFGLFKPDGSTTYDVGLLK 333-351
P5 AAGSWCVPKPGVSDDQLTGNINYACSQGIDCGPIQPGGACFEPNTVK 368-414

- P Pl F2 B3 B B +
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Figura 49: Reconocimiento de los péptidos tripticos de Ole e 9 por una mezcla de cinco sueros de pacientes

alérgicos aolivo. Como control positivo se empletd Ole e 9 purificada (+) y como control negativo albdmina

().

Presencia de proteinas homologas a Ole e 9 en otros polenes
Ensayos de inhibicién

Se hallevado acabo un ELISA deinhibicion delaunion de IgE aOle e 9 unido en
fase solida. Para ello se empled una mezcla de sueros de pacientes alérgicos y como
inhibidor extractos de diferentes fuentes biol6gicas. pdlenesy frutas como e melocoton
(figura 50). La preincubacion de los sueros con los extractos inhibe moderadamente la
union de IgE a Olee 9 y s6lo cuando se utiliza como irhibidor el extracto de olivo se
consiguebloquear el 98% delaunién. En contradelo que se podriaesperar, ni tan siquiera
los miembros de lafamiliade las ol eaceas, Ligustrum, Syringa y Fraxinus, son capaces de
mostrar unanotable inhibicidn. Aunque existen diferencias entre estos extractos, siendo el
de Ligustrum el que presenta la méaxima potenciainhibitoria, nuncase alcanzaron valores
deinhibicién superiores a 30%. En especies filogenéticamente més algjadas |a situacion
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esparecida, salvo en el caso de Chenopodiumalbum, queinhibe en un52% launiéndelgE
aOlee9. Estos resultados se pueden explicar por el hecho dequelas -1,3-glucanasasde
di stintas especi esno posean secuenciasdeaminoacidosmuy conservadas, |0 que conduciria
ano compartir un gran nimero de epitopos. También puede ocurrir que la cantidad en que
seencuentre laproteinahomaol oga en otras especies seamenor que en €l polendeolivo. En
este sentido, Olee 9 difiere de otros a ergenos del olivo como Olee 2 (profilinadel olivo,
considerada un pand ergeno) [Ledesmay col., 1998] y Ole e 3 [ Batanero y col., 1996;
Ledesmay col., 1998], ya que éstos han sido descritos como alergenos implicados en la
reactividad cruzada entre p6lenes de diferentes especies.

S. vulgaris
L.vulgaris

L. perenne

C. dactylon

A. vulgaris

C. album

B. verrucosa
Melocotén (pulpa)
Melocotoén (piel)
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Figura 50: Andlisis de la presencia de alergenos homdélogos de Ole e 9 en diversos extractos vegetales
mediante ensayo de inhibicion en ELISA delaunidn de IgE de una mezcla de cinco sueros sensibles a Ole
e 9 adicho alergeno previamente adsorbido apoliestireno, utilizando como inhibidores extractosde p6lenes

(500 g, determinado por L owry) de: O. europaea (Biopol), F. excelsior, S. vulgaris, L.vulgare, L. perenne,

C. dactylon, A. vulgaris, C. album, B. verrucosa, y pulpa y piel de melocoton.

Andlisis por inmunotransferencia

Con € fin de poder identificar posibles componentes de alto peso molecular
presentes en otras fuentes bioldgicas que tengan alguna relacion inmunolégica con
alergenos del polen de olivo, se llevé a cabo lainmunodeteccion de las proteinas de los
extractospreviamenteensayadosen EL | SA el ectrof oretizadosen PAGE-SDSy transferidos
a membranas. Para realizar este ensayo, se empled una mezcla de sueros de pacientes
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alérgicos a olivo, que ademés eran reactivos a Ole e 9. El resultado el ectroforético trasla
tincion con azul de Coomassie se muestra en la figura 51A, donde Ilama la atencion la
aparente diferencia en cuanto a la cantidad proteica aplicada de cada extracto de las
distintas ol edceas. Estas diferencias serian atribuibles a hecho deque ladeterminacion de
lacantidad de protenaaplicadaseharealizado mediante un ensayo de Lowry, €l cual puede
verse afectado por la presencia de pigmentos como ocurre con el extracto de F. excelsior.
En la figura 51B, se observa que los sueros de pacientes alérgcos a olivo reconocen
componentes alergenicos a 18-20 kDa (en las oleéceas, se traa del correspondiente
homdlogo de Olee 1), 35-36 kDa, en gramineasy abedul, y a40-48 kDay 66 kDaen todos
los extractos de pélenes ensayados.

Figura 51: Andlisis en inmunotrangerencia de lareactividad de diversos extractos vegetales frente asueros
de pacientesalérgicosaolivo.(A) y (C) PAGE-SDSdelos distintos extractostefiidos con azul de Coomassie;
(B) y (D) inmunodeteccion de los mismos extractos con la mezcla de cinco sueros empleada en los
experimentos de la figura 50. L a cantidad de proteina total aplicada por pocillo fue 50 g (estimado por
Lowry). Extractos de polen de: (1) O. europaea (Biopol), (2) F. Excelsior, (3) S. vulgaris, (4) L. Vulgare, (5)
L. perenne, (6) B. verrucosa, (7) C. album, (8) A. vulgaris, (9) C. dactylon, y pulpa (10) y piel (11) de

melocotoén.

En el extracto de melocoton, se pueden observar unas proteinas de masa molecular
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aparentede 9-10 kDa que probablemente sean las L TPs que se expresan principalmente en
lapiel del melocotén donde gjercen un papel de defensa, ademas se detecta otra banda de
18-20 kDa. En €l caso de la pulpa de este fruto se detecta, ademas, una banda de 46 kDa
(figura51Cy D).

Estosresultadosindican laexistenciade alergenosde al to peso molecul ar presentes
en estas fuentes biol 6gicas que pueden tener algunarel acion inmunol égica con alergenos
del polen de olivo.

Andlisis por Northern blot

El Northern blot es unatécnicaalternativaque permite detectar laexpresiénde una
proteinaanivel de su mRNA por |o que la presencia de proteinas homaélogas de unadada
pueden explorarse, también, mediante esta técnica. El ensayo se rediz6, ademés de con
RNA aislado del polen de Olea europaea, con €l de pdlenes de las especies Syringa
vulgaris, Ligustrum vulgare, Cynodon dactylon, Lolium perenne, Fraxinus excelsior,
Artemisiavulgaris, Betulaverrucosay Salsola kali. Como control positivo seempled polen
de olivo. Las muestras de RNA, tras ser fraccionadas en un gel de agarosa a 1.2% con
formaldehido y transferidas a membranas de nylon, se hibridaron con una sonda marcada
radiactivamente con -*P-dCTP, que consistia en un fragmento de cDNA de 700 pb
obtenido mediante amplificacion por PCR con los cebadores OL9B y OL9C, como se
describe en €l apartado del clongje de Ole e 9.

O, enrapaea
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C. dactylon
A wilgars
Sealsola kali
F. excelsior
B. verricosa

Ih T . : ':?11__5?_.
2.37 =>|
1.35 e | N e

025 =

Figura52: AndissmedianteNorthernblotdel RNA total delospdlenesde (1) O. europaea, (2) L. perenne,
(3) C. dactylon, (4) A. vulgaris, (5) S. kali, (6) S. vulgaris, (7) L. vulgare, (8) F. excelsor y (9) B. verrucosa.
Losnumeroscorregponden alos marcadores deRNA utilizadoscomo patrones, indicandose su tamafio en kb.

En el polen de olivo se detect6 un tnico transcrito de 1580 pb, y tan solo se observo
la presencia de niveles considerables de mMRNA en algunos de los pdlenes de ol eéceas,
siendo la sefial de mayor intensidad en €l polen deF. excelsior. Mucho menor fue la sefial
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deL.vulgare, y negativaen S. vulgarisy en los polenes no rel acionados fil ogenéticamerte
con €l olivo (figura 52). Estos resultados sugieren que, en d caso de que existan -1,3-
glucanasas largas y &cidas en los polenes ensayados, €l grado de conservacion de estas
moléculas a nivel de la secuencia de nucledtidos es bajo.

Estos estudios de busqueda de proteinas homologas a Ole e 9 en otras especies
vegetal es se encuentran en fase muy preliminar. Para sacar conclusiones definitivas, estos
estudios habraque realizarl os con un mayor nimero de extractos, principal mente, defrutas
y verduras, por dos razones. Una es que estas enzimas, que presentan una estructura
tridimensional muy conservada, deben cumplir una funcién bioldgica importante en las
plantas ya que se encuentran ampliamente distribuidas en las mismas, habiendo sido
relacionadas, entre otros procesos, con € de la maduracion del fruto. Estudios realizados
por Hinton y Pressey [1980] demostraban la existencia de actividad -1,3-glucanasa
duranteel proceso de maduracion del fruto en melocotény en tomate 'y, recientemente se
ha aislado de la pulpadel platano una -1,3-glucanasa en gran cantidad [Peumansy col.,
2000]. Sin embargo, todaviano se haestudi ado su aergenicidad. La segundarazén es que
Hev b2, -1,3-glucanasadelétexy aergenoprincipa de estafuente, hasido relacionado
con lareactividad cruzada entre frutasy latex [ Yagami y col., 1998], ya que es reconocido
por los suerosde pacientes al érgicosatomate, patatasy plétano, por lo que, ademés, hasido
asociado con el [lamado “sindrome latex-frutas’ . Por otro lado, €l hecho dequelas -1,3-
glucanasas se encuentren ampliamente distribuidas en plantas podria convertirlas en un
nuevo panalergeno capaz de inducir reactividad cruzada entre vegetales [Yagami y col.,
1998]. Con € descubrimiento de Ole e 9, Unica -1,3-glucanasa con caracter alergénico
descritaen polen, lapanal ergenicidad de estafamiliade proteénas podria hacerse extensible
apolenes, pudiendo contribuir aexplicar lareactividad cruzadague se haencontrado entre
polenesy frutas.

Laexistenciadea ergenos con unamplio espectro dedistribuci én no esun concepto
nuevo. Las profilinas se han descrito como responsables de la reactividad cruzada entre
polenesy unagranvariedad deaimentosdeorigen vegetal [Calkhovenycol., 1988; Vallier
y col., 1992]. Mas reci entemente, se han cons derado como panaergenos presentes en
numerosas frutas las LTP [Pastorello y col., 1994; Sanchez-Monge y col., 1999], las
quitinasas, quetambién hansido relacionadascon e “ sindromelatex-frutas’ [Blancoy col.,
1999; Diaz-Perdes y col., 1999; Sanchez-Monge y col., 2000], y otras proteinss
relacionadas con ladefensadelas plantas[Breiteneder y Ebner, 2000]. Se plantea, por €llo,
la cuestion ¢qué tienen las proteinas de defensaen comin?. Todas ellas tienen un tamafio
pequefio, entre 5 y 70 kDa, son solubles, estables y resistentes a la proteolisis,
caracteristicas todas ellas fundamentales para que una proteina sea un alergeno. En este
sentido, cabe hacer unallamada de atend 6n sobre las complicaciones que pueden surgir
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como consecuencia de la modificacién genética de las plantas con €l fin de megjorar la
resistenciade éstasal ataque de plagas deinsectos, hongosy otrosagentesinvasivos, yaque
la insercion de nuevos genes o el aumento en los niveles de expresion de aquellos que
codifiquen proteinas de defensa podria conducir a un aumento en el potencial aergénico
de esas plantas.

ESPECIFICIDAD DE TEJIDO DEL mRNA DE Olee9

Sehaanalizado laexpresion del mRNA deOlee9, endiversostejidosdel arbol del
olivo, mediante hibridacion de los RNA aislados de polen, talo, hoja y fruto. Estas
muestrastras ser fraccionadasen un gel deagarosaal 1.2% con formaldehido ytransferidas
a membranas de nylon, se hibridaron con la misma sonda utilizada para el experimento
anterior marcada radiactivamente con -*P-dCTP. Un Unico transcrito de 1580 pb se
detecté en polen (figura53). Ningunasefial fue observadaen losrestantestejidosdel olivo,
lo que sugiere queel gen que codifica el alergeno Ole e 9 se expresa exclusivamente en
polen. Ninguno de los alegenos del polen de olivo desaritos hasta la fecha ha sido
localizado en otro tejido distinto, esto podria explicar |la ausencia de hipersensibilidad de
los pacientes alérgicos a polen cuando ingieren aceitunas o acdte de oliva.

Figura 53: Andlisis por Northern blot del RNA de tejidos de olivo. Se aplicaron 10 g de RNA total por
pocillo. Los nimeros corresponden a los marcadores de RNA utilizados como patrones, indicandose su
tamario en kb.

Las -1,3-glucanasas son enzimas que varian en su localizacion tisular. Asi las
enzimasdelaclasel (cortasy pl basico) seacumulan, prindpa menteen raicesy en hojas
[Felixy coal., 1986; Shinshiy col., 1987; Nedey col., 1900], de formaque su acumulacion
en las hojas de la parte superior de la planta es menor que en las de la parte inferior y
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parecen tener un fuerteefecto antifingico [V6geli y col., 1994; vande Rheeycal., 1993).

Las -1,3-glucanasas de la clase Il y Il (cortas y pl &cido) se localizan de forma
congtitutivaen floresy semillas pero no en hojasy raices [Henniny col., 1993], aunque se
puede inducir la expresion de sus genes en estos tegjidos en respuesta al ataque de
patégenos. Por otro lado, se han descrito glucanasas que se expresan especificamente en
tegjidos reproductores como Tagl y Sp4l de anteras y estilo, respectivamente, del tabaco
[Bucciagliay Smith, 1994; Lotany col., 1989] y que no parecen estar relacionadascon |os
procesosde defensadelas plantas. LasenzimasdeB. napus (Bn-A6) y A. thaliana (At-A6)

son especificas de anteras y se han implicado en el proceso de germinacion del polen, al

correlacionarse su expresion durante la degradad én de la callosaque formala pared de la
tetrada[Hird y col., 1993]. Finalmente, encontramos la enzima de S. gilgiana (Sg-GN1)

especificade células del amento de flores masculinas [Futamuray col., 2000], que aunque
no esta descrita su localizacion exacta dentro delaflor, parece que se pudiese expresar en
anteras. Engeneral, lalocalizaciontisular delasdistintasclasesde -1,3-glucanasasesmuy
complegja, asi como su patrén de regulacion ya que, ademés, difiere entre las distintas
especies. Sin embargo, no sehadescrito hastalafechaninguna -1,3-glucanasaespecifica
de polen, lo que convertiria a Ole e 9 en la primera descrita en estetejido donde podria
gjercer un papel importante en laformacién del polen o en el desarrollo del tubo polinico,

aunque tampoco habria que descartar una posible actuacion de defensa frente a agresiones
externas.
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EXPRESION DEL ALERGENO Olee9 EN PICHIA PASTORIS

Y ase hacomentado en laintroduccion de esta memorialasventajas que supone la
utilizacion delosal ergenos recombinantes, no solo por el hechode quelacantidad obtenida
esmayor quelaque se puede aslar de lafuente natural, sino por la posibilidad que ofrece
esta tecnologia de manipular y aterar las propiedades de las proteinas. De manera
particular, en el diagnosticoy en el tratamiento delaal ergia parece cadavez mas necesario
la utilizacion de estas moléculas alergénicas recombinantes, bien caracterizadas y con
propiedades equival entes alas delos alergenos natural es debido aladificultad que supone
obtener preparaciones homogéneas de alergenosapartir de susfuentes natural es. Por tanto,
el primer objetivo después de la clonaciony secuenciacion de Olee 9, esintroducir el gen
en un sistema de expresion apropiado con el fin de obtener una forma recombinante del
alergeno que sea bioldgicamente activa. Se ha escogido el sistema de expresion de P.
Pastoris porque la expresion de proteinas que presentan puentes disulfuro y estén
glicosiladas, como Ole e 1, habia proporcionado moléculas activas biologica e
inmunol 6gicamente. Ademas, aunque Olee 1y Ole e 9 comparten algunas caracteristicas
moleculares como son la glicodlacion y la presencia de puentes disulfuro, tienen
diferencias significativas como son el tamafo y la actividad biol6gica lo que permitiria
validar y ampliar las posibilidades de utilizacion de este sistema de expresién tanto para
alergenos del polen de olivo como de otras fuentes natural es.

Clonajey expresion deOlee9

Para la expresion de Ole e 9 se escogieron los clones 48 y 12, ambos tienen la
misma estructura primaria, pero el primero posee la secuencia de la preproteina con €l
péptido sefial y el segundo contiene la proteina madura(figura 39). Parala amplificacion
por PCR del clon 48 se habian empleado |os cebadoresNTC-OL9y CT-OL9, quellevaban
lossitiosderestriccion Xhol y Notl, respectivamente. El clon 12 habiasido amplificado con
los cebadoresNT-OL9y CT-OL9, d primero no solo incluye el sitio Xho I, sino también
parte de la secuencia del prepropéptido factor , que conduce alas proteinas sintetizadas
en P. pastorishacialarutade secrecion. Los dos clones estaban clonados en el vector pCR
2.1. La expresion simultanea de ambos clones permitiria comprobar si la secuencia del
péptido sefial de Olee 9 era o no reconocidapor peptidasas especificas deP. pastoriscomo
ocurre en algunas proteinas de origen vegetal o procedentes de hongos [Martinez-Ruizy
col., 1997]. En caso de que fuera procesada, podria, también, comprobarse si dlo ocurriria
por e mismo sitio que la forma natural en el polen. Para ello fue necesario utilizar dos
vectores de expresion distintos: pPICZ A para e clon 12, que incluye la secuencia
prepropéptido factor  que permitie la fusion de la region codificante de la proteina a
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continuacién de dichasecuencia, y pPICZA para€l clon 48, quenoincluyelasecuenciade
secrecion enddgena.

LIGACION
Olee?9 Olee9

' TRANSFORMACION

Plasmido linearizado 5 Pox [ Olee9 ini Zeocina
GenomaP. pastoris 5 AOX1 TT 3’
Plasmido insertado en el genoma '

5" Proxs {  Olee9 ini Zeocina 5 AOX1 TT

' EXPRESION

rOle e 9

Figura 54: Estrategia de clonaje de Ole e 9 en los vectores de expresion pPICZA y pPICZ A.
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LaconstrucciondelosplasmidosrecombinantespPIZ  A/OleeQy pPICZA/psOleed
serealizoinsertando el fragmento de DNA resultante dela digestion de las construcciones
pPCR 2.1/OLE12 y pCR 2.1/OL E48, respectivamente, con las enzimas Xhol y Notl en los
mismos sitiosdelos plasmidos pPICZ A 'y pPICZA de formaque el gen de Olee 9 queda
situado a continuacion del promotor AOX 1, inducible por metanol (figura54). Parapoder
introducir estas construcdones en el genoma de lalevadura se linearizaron digiriendo con
laenzimade restriccion Sacl, y seemplearon paratransformar células deP. pastoris X-33
utilizando el método que hace uso de pdietilenglicol.

Todas las células trandormantes obtenidas mostraron un fenotipo Mut*, como
cabriaesperar traslainsercion del plasmido linearizado en el genomadelalevadura, segin
se muestra en la figura 54. Entre ellas se escogieron cinco de cada construccién para ser
inducidas con metanol siguiendo el mismo protocol o que sehabiaempleado paralas cepas
Mut® de Ole e 1, y testar los niveles de produccion de proteina. Se tomaron muestras del
medio extracelular dd cultivo a distintos tiempos y se analizo el nivel de expresién, no
detectandose ninguna banda proteica del tamaio esperado ni con tincion con azul de
Coomassie ni con plata para ninguna de las dos construcciones. Para comprobar s €
problema radicaba en la baja produccion y de ahi su deteccion negativa mediante tincion
con azul de Coomassie, |as alicuotas de las diez colonias recogidas a las 96 horas de
induccién fueron sometidas a una dectroforesis en PAGE-SDS y posteriormente
transferidas a una membrana de nitrocelulosa para realizar una inmunotincion con una
mezcla de cinco sueros positivos anOle e 9. En el caso de las colonias trasformadas con
la construccion pPICZA/psOlee9 no se detectd expresion de proteina en e medio
extracelular, |0 pareciaser debido aque P. pastorisno reconocieseel péptido sefial deOle
e 9 y no fuese secretada al medio. Aungue las secuencias sefia tienen una serie de
caracteristicas comunes a todos los organismos eucariotas, no son hecesariamente
intercambiables [von Heijne y Abrahamsen, 1989]. Se han descrito €/ emplos de secrecion
en P. pastoris usando la propia secuenda sefia de |a proteina heteréloga [Martinez-Ruiz
y col., 1997], pero también existen otros casos en |0s que no se ha conseguido secretar €l
producto si no se usa una secuencia sefial ya probada en P. pastoris. En el caso de la
construccion, pPICZ  A/Olee9, lo que parecia haber ocurrido eraque la proteina sehabia
degradado ya que se detectaban bandas de baj o peso molecular que no se encontrabaen los
controles negativos (células transformadas con el plasmido sin inserto e inducidas
siguiendo el mismo protocolo). Este hecho se confirmo transfiriendo alicuotas del medio
alas 24y 48 h de induccién, gue fueron tefiidas con la mismamezcla de sueros. Como se
observaen lafigura5s, alas 24 h se detecta expresion de una proteinade masa mol ecul ar
aparentede 47 kDa capaz de unir IgE, pero esta proteinaes degradada casi totalmentealas
48 h.
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Figura 55: Expresion de rOle e 9 en cinco colonias (1-5) transformadas a las 24 y 48 h de induccién. Los
numeros marcan los patrones de masa molecular.

Para intentar mejorar la produccion del alergeno, se escogié una de las colonias
previamentetestadasy s realizo lainduccion con metanol gn llevar acabo d paso previo
de laconcentracion cuando las células pasan del mediode crecimiento (BMGY) a medio
deinduccion (induccién decepasMut®en material esymeétodos). Asi, setesto laproduccion
de proteina empleando tres medios distintos (BMMY, BMMH y MMH). BMMH es un
medi o minimo tamponado, quefacilitalapurificaciondelas proteinasexpresadasal carecer
de determinadas proteinasy pigmentos que aportan lapeptonay el extracto de levadura, y
MMH es un medio no tamponado, con su utilizacion se pretendia evitar que actuasen las
proteasas activas a pH neutro. Se emplearon también estos medios afiadiendo 1% de
casaminoécidos parainhibir proteasas extracel ulares, pero los resultados fueron idénticos
cony sin casaminoacidos. Setomaron muestrasdel cultivo adistintostiempos (0, 6, 24,32
y 48 h) y se amdliz6 el nivel de expresion (figura 56A). Aunque, en todos |o casos, tras 6
h de induccién ya se puede observar una banda en PAGE-SDS con una masa molecular
aparente de 47 kDa, la maxima produccion se consigue a las 48 h. Paraconfirmar que la
proteinaexpresada eraOle e 9, setransfirieron |as muestras amembranas de nitrocelulosa
y setifieron con unamezclade cinco suerosreactivosfrente anOle e 9, dando, asi mismo,
una reaccion positiva. En todos los casos seguia habiendo algo de degradacion de la
proteina, observandose un fragmento que muestrareaccion positiva conlos sueros. Puesto
gue la degradacién aumenta con el tiempo, en la produccion de esta proteina es muy
importante la seleccién del tiempo de induccién adecuado, que no debe ser superior alas
48 h. Finalmente se seleccioné € medio BMMH para la produccion a gran escala del
alergeno.
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Figura 56: Expresion de rOle e 9 a distintos tiempos de induccién del cultivo empleando tres medios de
cultivo distintos (M MH, BMMH y BM MY), analizados mediante latincién con plata (A) y con una mezcla
de sueros de pacientes alérgicos (B).

Aislamiento del alergeno recombinante, rOlee9

La purificacion de rOle e 9 se llevé a cabo a partir del sobrenadante del cultivo
celular dializado, mediante unasol aetapa cromatogréficautilizando un intercambio i6nico
en DEAE- celulosay eluyéndosela proteina con un gradiente en bicarbonato aménico pH
8.0. Enlafigura57A se muestrael perfil de elucion deesta cromatografiaregistrado a280
nm. El alergeno recombinante duye aunafuerzaionicaentre 0.12-0.15M. Un andlisisdel
gradode purezadel alergeno obtenido s2recogeenlafigura57B. Losintentos paramejorar
la purificacion dd alergeno recombinante empleando cromatograias de penetrabilidad,
resultaroninfructuosos, puesto que cuando se aumentabalaconcentracion deprateina, rOle
e 9 tendia a precipitar, e incluso, se producia su desnaturalizacion: €l andisis posterior
mediante PAGE-SDS en condiciones no reductoras rendia el dimero derOle e 9.

El rendimiento de la produccion es de 2 mg del aergeno recombinante puro, por
litro de cultivo celular. El rendimiento es mucho menor que el obtenido en la produccion
derOleely mOlee 1, pero comparable con e rendimiento obtenido en la produccion de
otros alergenos en este mismo sistema, como puede ser Cyn d 1 (1.5 mg/L de
cultivo)[Smith y col., 1996].
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Figura 57: Aislamiento de rOle e 9. (A) Perfil de elucion de la cromatografia de intercambio i6nico en
DEAE-celulosa. La absorcion de las fracciones del eluido se registré a 280 nm. Con linea discontinua se
representa el gradiente aplicado parala elucion de la proteina. Con linea gruesa se marcan las fracciones
correspondientesarOlee9. (B) PAGE-SDS (12%) derOlee 9 purificada (R) y nOlee 9 (N). M, marcadores
de masa molecular.

Caracterizacién molecular

El andlisis de la secuencia NH.,-terminal del alergeno recombinante rOle e 9
mediante degradacion de Edman resulté infructuoso, o que podria ser un dato afavor del
correcto procesamiento de la proteina que como ya se ha visto presenta una Gln en la
primera posicion que se ciclaimpidiendo la obtencion de secuencia. La composicion de
aminoécidos de | a protei na recombinante producida mediante hidrdliss &ciday andlisis
automatico coincide con la secuencia deducida del clon expresado.

La determinacién de la masa molecular de rOle e 9 mediante egpectrometria de
masas fue infructuosadebido a que, por razones desconoddas, la proteina no sevolatiliza.

El alergeno recombinante, rOle e 9, presenta una masa molecular aparente de 47
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kDa, valor ligeramente superior que d denOlee 9 -45.5 kDa- (figura57). Estadiferencia
podriaser atribuidaal grado de glicosilacion que produce P. pastoris. Como yasehavisto
en esta memoria la diferencia en masa de laproteina natural, nOle e 1, y larecombinante,
rOle e 1, era debida al oligosacérido rico en manosas que une P. pastoris a la cadena
polipetidicade | as proteinas secretadas. Paracomprobar que rOle e9 estaba glicosilada, se
transfirié la proteina a una membrana de nitrocelulosay se hizo reaccionar con lalectina
Con A y se compar6 con la respuesta de nOle e 9. Como se observaen la figura 58, la
reaccion fue positiva.

kDa i
fifi
45 = RS
36
M0 . Ji Figura 58: Andlisisdelaglicosilacion derOle e 9. Reaccion con lalectinaCon
4 - ::f" A denOlee9 (N)y rOlee9 (R).
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Caracterizacion inmunoldgicaderOlee9

Se ha comparado la capacidad de unién aanticuerpos IgE derOlee 9y nOle e 9.
Paraell o sehaensayado, medianteinmunotransferencia, el reconocimiento por partedeuna
mezclade cinco sueros (figura 59A) y por 7 sueros individuales de pacientes a érgicos a
olivo que presentaban IgE frente a Ole e 9 (figura59B). El resultado demuestraque rOle
e 9 esreconocida por las IgE de sueros sensiblesanOlee 9.

Launiondelge arOlee9y anOle e 9 se midio, también, de forma cuantitativa
medianteun ensayo detitul acion (figura60). Las curvas detitulacion sonsimilaresaunque
no idénticas, lo que podriaatribuirse ala pérdidade epitoposno solo aquellos presentes en
la cadena polipetidica-a gunas de las isoformas de nOle e 9 pueden estar implicadas en el
reconocimiento de IgE-, sino glicosidicos. Aunque no se ha estudiado |a naturaleza dd
grupo glicosidico que Ole e9tieneunido asu molécula, lamayoriadelos N-oligosacéridos
unidos a glicoproteinas de plantas muestran un componente glicosidico complejo con una
estructura basica comin que posee Xilosa, y a veces, fucosa, estructuras muy antigénicas
[Sturm, 1991]. Concretamente, el alergeno Ole e 1, que se ha demostrado tiene capacidad
para unir IgE de pacientes alérgicos [Bataneo y col., 1996], contiene dos estructuras
glicosidicas mayoritarias, una“ricaen manosas’ y otra de tipo “hibrido” que contiene un
residuo de xilosa. Como se ha mencionado en esta memoria, el oligosac&rido que la
levaduraP. pastorisune alacadena polipeptidicaesrico enmanosasy por tanto, dferente
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del que posee la forma natural. Esta diferencia podria ocurrir, de igual forma, con las
moléculas natural y recombinante de Ole e 9.

A B
E N ¥ FER W E N E N E N E N E N E

kDa "

=
UI

" . = \:“ ) B o e e, "1:; ?-_I|
45+Hi *’.‘Eﬁ“.ﬁﬁiﬁﬁ‘.
36w - v i

29
24 -

an*

1 2 3 4 ] & 7
Figura 59: Inmunodeteccion de los alergenos nOle e 9 (N) y rOle e 9 (R) después de someterlos a
electroforesis en PAGE-SDS y transferirlos a membranas de nitrocelulosa; (A) empleando una mezcla de
suerosy (B) empleando sete sueros (1-7) de pacientes al érgicos a olivo.
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Figura 60: Curvas de titulaciéon de la union de IgE de una

0.5¢ mezcla de sueros de pacientes alérgicos frente anOlee 9y

rOle e 9 absorbidos a placas de poliestireno.
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Dilucién del suero
Para comprobar si rOle e 9 era equivalente inmunol égicamente a nOle e 9, se
realizaron ensayos deinhibicion en ELISA usando una mezcla de cinco sueros. Se tapizé
con unau otra proteina, y se inhibi¢ alternativamente con las dos. Como se observaenla
figura 61, ambos alergenos presentan la misma capacidad para inhibir la unién de

anticuerpos |gE al otro, indicando que ambas son capaces de saturar |0s epitopos IgE dela
formaalternativa del alergeno.
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Figura 61: Curvas de inhibicion en ELISA de la unién de IgE de una mezcla de cinco sueros de pacientes

alérgicosaolivoanOlee9 (A) y arOlee9 (B) adsorbidos a poliestireno, utilizando como inhibidores los
alergenosnOlee 9 (1) y rOle e9 (#).

A lavista de estos resultados, se puede concluir que se haobtenido en P. pastoris
un aergeno recombinante que conserva de forma similar las propiedades inmunol 6g cas
delaproteinanatural. Sinembargo, la produccion del a ergeno recombinante, rOle e 9, asi
como su mangjo, se encuentran en fase preliminar habiéndose encontrado peguefios
inconvenientes, como es el bajo rendimiento obtenido en la produccién, que han de ser
mejorados. Posteriormente, esta molécula ha de ser validada en diagndstico cutaneo para
poder usarla con fines de diagnosis. Por otro lado, un mayor conocimiento inmunol 6gico
del nuevo aergeno Ole e 9 permitiria su uso, como fin Gltimo, en inmunoterapia.
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El trabajo de investigacion presentado en esta memoria ha aportado una serie de
resultados que han permitido, por un lado, validar el sistema de expresion en lalevadura
P. pastoris para la produccion de aergenos que presenten modificaciones
postraducciondes, y por otro, se halogrado el aislamiento, la caracterizacion molecular e
inmunoldgica, y la produccion recombinante deun nuevo aergeno del polen de olivo de
alto peso molecular y notable incidenciaclinica.

1- Se haproducido unaisoformade Olee 1 (Clon 3c), aergeno principal del polende
olivo, como proteina recombinante en lalevadura P. pastoris. La proteina recombinante
obtenida es secretada al medio extracelular por la levadura a partir de donde se ha
purificado, mediante dos etapas cromatogréficas, con un alto rendimiento (25 mg del
alergeno purificado por litro de cultivo celular). Se ha redlizado la caracterizacion
molecular, estructural e inmunolégica de la proteina recombinante, demostrandose su
equivalenciacon la proteinanaural. También, s havalidado laeficaciaderOlee 1 en el
diagnostico de los pacientes alérgicos a olivo.

2.- Se ha producido un mutante no glicosilado de Olee 1, mOlee 1, en lalevaduraP.

pastoris. Laestrategia seguidahasido lamutacion delaAsn 111, sitio de dicosilacion de
Ole e 1, por una GIn. La proteina obtenida es secretada a medo extracelular por la
levaduralo que hapermitido, también, purificarlacon un alto rendimiento. Se harealizado
la caracterizacion molecular, estructural e inmunolégica del dergeno mutante
demostrandose su equivalencia con | os alergencs recombinante y natural. La equivalencia
estructural entremOlee 1y rOlee 1 hapermitido descartar laimplicacion del oligosacarido
de Ole e 1 en el mantenimiento de la estructura tridimensional de la proteina.

3.- Sehapurificado un nuevo aergenodel polen deolivo, Olee 9, apartir del extrado
salino, mediante tres etapas cromatograficas. dos de penetrabilidad en Sephadex G-150y
una de afinidad en phenyl-Sepharosa.

a.- El alergeno Ole e 9 es una glicoproteina acida (pl tedrico 5.6), constituida por
una unica cadena polipeptidica con una masa molecular de 46.4 kDa, que presenta
polimorfismo.

b.- Se hademostrado la capacidad de Ole e 9 purificada para unir anticuerpos IgE.
El estudio de lafrecuencia de sensibilizacién de los pacientes a érgicos apolen de olivo a
estenuevo alergeno hamostrado quesetratade un alergeno principal yaque esreconoado
en ELISA por el 52-65% de |os pacientes al érgicos.
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c.- Se ha determinado parte de la estructura primaria de Ole e 9 mediante la
digestion proteolitica del alergeno con tripsing, y posterior secuenciacion mediante
degradacién de Edman de | os péptidos obtenidos.

d.- Sehaclonado el cDNA deOle e 9, sintetizado a partir del RNA total del polen
de olivo, mediante amplificacion por PCR, 1o que ha permitido determinar la estructura
primaria completa de este alergeno. La comparacion de las secuencias de aminoacidos
deducidas de |os clones secuenciados confirma la naturaleza polimorfica de Ole e 9.

e.- Ole e 9 presentahomologiacon enzimas -1,3-glucanasas de distintas especies
y presentes en distintos tejidos. Estas enzimas estén relacionadas con |os mecanismos de
defensa de las plantas frente al ataque de patégenos, asi como con procesos hormales del
desarrollo de las plantas.

f.- Se ha demostrado la capacidad endoglicolitica de Ole e 9 mediante ensayos
enzimati cos usando como sustrato laminarina. Ole e 9 presenta unaactividad especificade
38 mg de glucosa liberados por minutoy por mol de enzimaaun pH éptimo de 5.0.

0.- El mRNA correspondiente a Ole e 9 selocaliza exclusivamente en el polen, tal
como demuestrad andlisis por Northern blot.

h.- Olee 9 eslaprimera -1,3-glucanasa detectada en polen donde podria gjercer
un papel biol 6gico durantelaformacion del mismo, duranteel desarrollo del tubo polinico,
o0 bien de defensaante el atague de agentes patdgenos.

i.- No se han detectado -mediante ensayos de inhibicién en ELISA o de Northern
blot- proteinas homdlogas a Ole e 9 en polenes de otras fuentes bioldgicas, a no ser que
éstas se encuentren muy préximas filogenéticamente al olivo. Este dato indica que, en e
caso de que existan proteinas homologas a Ole e 9 en otros polenes, su secuencia de
aminoécidos no esta significativamente conservada.

j-- Unodelosclonesde Olee9 hasido producido en lalevaduraP. pastoris, donde
se ha obtenido como proteina de secrecion en el medio extracelular a partir del cual seha
purificado con buen rendimiento. Esta proteina recombinante conserva las propiedades
inmunol égicas de la forma natural del alergeno.



BIBLIOGRAFIA 127

Aalberse, R.C. (2000) Structural biology of allergens. J. Allergy Clin. Immunol. 106 (2),
228.

Akdis, C.A., Blaser, K. (2000) Regulation of specific immune responses by chemical and
structural modifications of allergens. Int. Arch. Allergy Immunol. 121, 261.

Alenius, H., Kalkkinen, N., Lukka, M., Reunala, T., Turjanmaa, K., Makinen-Kiljunen, S.
(1995) Prohevein from the rubber tree (Hevea brasiliensis) isamajor latex allergen. Clin.
Exp. Allergy 25, 659.

Altschul, S.F., Madden, T.L., Schéffer, A.A., Zhang, J., Zhang, A., Miller, W.y Lipman,
D.J. (1997) Gapped BLAST and PSI-BLAST: anew generation of proteindatabase search
programs. Nucleic Acids Res. 25, 3389.

Ansari, A.A., Kihara, T.K. y Marsh, D.G. (1987) Immunochemical studies of Lolium
perenne (rye grass) pollen allergens, Lol p I, 11 and Il1. J. Immunol. 139, 4034.

Antoniw, J.F., Ritter, C.E., Pierpoint, W.S,, van Loon, L.C. (1980) Comparision of three
pathogenesis-related proteins from plants of two cultivars of tobacco infected with TMV.
J. Gen. Virol. 47, 79.

Asero, R., Migtrello, G., Roncarolo, D., de Vries, S.C., Gautier, M.F., Ciurana, C.L.,
Verbeek, E., Mohammadi, T., Knul -Brettlova, V., Akkerdaas, J.H., Bulder, I., Aaberse,
R.C.yvanRege, R. (2000) Lipid transfer protein: apan-allergen in plant-derived foods that
is highly resistant to pepsin digestion. Int. Arch. Allergy Immunol. 122, 20.

Asturias, JA., Arilla, M.C., Gomez-Bayon, N., Martinez, J., Matinez, A. y Pdacios, R.

(1997) Cloning and expression of the panallergen profilin and the major allergen (Olee 1)
from olive tree pollen. J. Allergy Clin. Immunol. 100, 365.

Astwood, J.D., Leach, JN., Fuch, R.L., (1996) Atability of food alergensto digestion in
vitro Nat Biotechnol. 14, 1269.

Baldo, B.A., Panzani, R.C., Bass, D.y Zerboni, R. (1992) Olive (Olea europaea) and privet
(Ligustrum vulgare) pollen allergens. Identification and cross-reactivity with grass pollen
proteins. Mol. Immunol. 29, 1209.

Ballesta, F. (1998) Genéticay alerga. Allergol. Immunopathol. 26, 83.

Barber, D., Sanchez-Monge, R., Gomez, L., Armentia, A., Lépez-Otin, C. (1989) A barley



128 BIBLIOGRAFIA

flour inhibitor of insect alpha-amylase is amajor allergen associaed with baker’ s asthma
disease. FEBS Lett. 248, 1109.

Barranco, D. y Rallo, L. (1984) Consergeria de Agricultura y Pesca de la Junta de
Andalucia, MAPA, Madrid.

Batanero, E., Villalba, M.y Rodriguez, R. (1994a) Glycosylation site of the major allergen
from olivetree pollen. Allergenic implications of the carbohydrate moiety. Mol. Immunol.
31, 3L

Batanero, E., Villaba, M., Lépez-Otin, C. y Rodriguez, R. (1994b) Isolation and
characterization of an olive allergen-like protein from lilac pollen. Sequence analysis of
three cDNA encoding protein isoforms. Eur. J. Biochem. 221, 187.

Batanero, E., Villalba, M., Monsalve, R.l. y Rodriguez, R. (19964) Cross-reactivity between
the major alergen from olive pollen and unrelated glycoproteins: Evidence of an epitope
in the glycan moiety of the allergen. J. Allergy Clin. Immunol. 97, 1264.

Batanero, E., Villalba, M., Ledesma, A., Puente, X.S. y Rodriguez, R. (1996b) Olee3, an
olive-treeallergen, belongsto awidespread family of pollenproteins. Eur. J. Biochem. 241,
772.

Batanero, E., Gonzéalez delaPefia, M.A., Villalba, M., Monsalve, R.1., Martin-Esteban, M.
y Rodriguez, R. (1996¢) Isolation, cDNA cloning and expression of Lig v 1, the major
allergen from privet pollen. Clin. Exp. Allergy 26, 1401.

Batanero, E., Ledesma, A., Villalba, M. y Rodriguez, R. (1997) Purification, amino acid
sequenceand immunol ogicd characterization of Olee 6, acysteine-enriched allergen from
olive tree pollen. FEBS Lett. 410, 293.

Batanero, E., Crespo, J.F., Monsalve, R.1., Martin-Esteban, M., Villalba, M. y Rodriguez,
R. (1999) IgE binding and histamine-release capabilities of the main carbohydrate
component isolated from the major allergen of olive tree pollen, Ole e 1. J. Allergy Clin.
Immunol. 103, 147-153.

Best, E.A., Stedman, K.E., Bozic, C.M., Hunter, SW., Vailes, L.D., Chapman, M.D.,
McCall, C. y McDermott, M.J. (2000) A recombinant house dust mite (HDM) allergen,
rDer f 1, with IgE-binding activity comparable to the native allergen. J. Allergy Clin.
Immunol. 105, S168.



BIBLIOGRAFIA 129

Bircher, A.J., Van Mdll, G., Haler, E., Curty, B., Frei, P.C., (1994) IgE to food allergens
are highly prevalent in patients allergic to pollens, with and without symptoms of food
alergy. Clin. Exp. Allergy 24, 367.

Bjorksten, B. (1999) Allergy priming early inlife. Lancet 353,167.

Blanca, M., Boulton, P.R., Brostoff, Jy Gonzalez-Reguera, |. (1983) Studies of the
alergens of Olea europaea pollen. Clin. Allergy 13, 473.

Blanco, C., Crespo, J.F., Cabans, R., Vega, A., Ldépez, C. y Martinez, F. (1992) Olea
europaea pollen allergy. Allergy 47(suppl.), 77.

Blanco, C., Diaz-Perales, A., Collada, C., S&nchez-Monge, R., Aragoncillo, C., Castillo,
R., Ortega, N., Alvarez, M., Carrillo, T. y Salcedo, G. (1999) Class| chitinasesas potential
panallergensinvolved in the latex-fruit syndrome. J. Allergy Clin. Immunol. 103, 507.

Blumenthal, M.N., Namborrdin, K., Mendell, N., Gleich, C., Elston, R.C. (1981) Gendtic
transmission of serum IgE levels. Am. J. Med. Genet. 10, 219.

Boluda, L., Alonso, C. y Fernandez-Caldas, E. (1998) Purificaion, characterization, and
partial sequencing of two new allergens of Olea europaea. J. Allergy Clin. Immunol. 101,
210.

Bousquet, J., Cour, P., Guerin, B., Michel, F.B. (1984) Allergy in the Mediterranean area:
I. Polen counts and pollinosis of Montpelier. Clin. Allergy 14 (3), 249.

Bousguet, J., Guerin, B., Hewitt, B, Lim, S. y Michel, F.B. (1985) Allergy in the
Mediterranean area. I11. Cross-reactivity among Oleaceae pollen. Clin. Allergy 15, 439.

Bousquet, J., Lockey, R. y Malling, H.-J. (1998) Allergen immunotherapy: thergpeutic
vaccinesfor allergic diseases. A WHO position paper. J.Allergy Clin. Immunol. 102, 558-
562.

Braback, L., Breborowicz, A., Drebor, S., Knutsson, A., Pieklik, H., Bjorksten, B. (1994)
Atopic sensitization and respiratory symptoms among Polish and swedish school children.
Clin. Exp. Allergy 24, 826.

Braback, L., Breborowicz, A., Julge, K., Knutsson, A., Riikjarv, M.A:, vasar, M., (1995)
Risk factorsfor respiratory symptomsand atopic sensitisationinthe Balticarea. Arch. Dis.
Chil. 72, 487.



130 BIBLIOGRAFIA

Brehler, R., Theissen, U., Mohr, C., Luger, T. (1997) “Latex-fruit syndrome”: frequency
of cross-reacting |gE antibodies. Allergy 52, 404.

Breiteneder, H., Hoffmann-Sommergruber, K., O’'Riordain, G., Susani, M., Ahorn, H.,
Ebner, C. (1995) Molecular characterization Api g 1, the major alergen of celery (apium
graveolens) and itsimmunological and structural relationships to a group of 17-kDatree
pollen alergens Eur. J. Biochem. 233, 484.

Breiteneder, H., Sowka, S., Wagner, S., Krebitz, M., Hafner, C., Kinaciyan, T., Yeang,
H.Y.y Scheiner, O. (1999) Cloning of the patatin-likelatex allergen Heb v 7, itsexpression
in the yeast Pichia pastoris and its immunological characterization. Int. Arch. Allergy
Immunol. 118, 309.

Breiteneder, H., y Ebner, C. (2000) Molecuar and biochemical classification of plant-
derived food allergens. J. Allergy Clin. Inmunol. 106 (1), 27.

Briner, T.J., Kuo, M.C., Keating, D.M., Rogers, B.L., Greenstein J.L. (1993) Peripheral T-
cell toleranceinduced in naive and primed mice by subcutaneousinjection of peptidesfrom
the major cat allergen Fel d 1. Proc. Natl. Acad. Si. 90, 7608.

Bucciaglia, P.A. y Smith, A.G. (1994) Cloning and characterization of Tagl, a tobacco
anther -1,3-glucanase expressed during tetrad dissolution. Plant Mol. Biol. 24, 903.

Bufe, A., Betzel, C., Schramm, G., Petersen, A., Becker, W.M., Schlaak, M., Perbandt, M.,
Dauter, Z. y Weber, W. (1996) Crystallization and preliminary diffraction data of amajor
pollen alergen. Crystal growth separates a low molecular weight form with elevated
biological activity. J. Biol. Chem. 271, 27193.

Bungy, G.A., Rodda, S., Roitt, 1., Brostoff, J. (1994) Mapping of T-cell epitopes of the
major fraction of ryegrass using peripheral blood mononuclear cells from atopics and non-
atopics. 11 Isoallergen clone 5A of Loliumperennegrowp | (Lol p1). Eur. J. Immunol. 24,
2098.

Burks, A.W., Williams, LW., Helm, RM., Connaughton, C., Cockrell, G., O'Brien, T.
(1991) Identification of amajor peanut allergen, Arah 1, in patients with atopic dermatitis
and positive peanut challenges. J. Allergy Clin. Immunol. 88, 172.

Bush, R.K., Sanchez, H. y Geider, D. (1999) Molecular cloning of a magjor Alternaria
alternata alergen, rAlt a2. J. Allergy Clin. Immunol. 104, 665.



BIBLIOGRAFIA 131

Calkhoven, P.G., Aalbers, M., Koshte, V.L., Pos, O., Oei, H.D. y Aaberse, R.C. (1987)
Crossreactivity among birch pollen, vegetables and fruits as detected by IgE antibodiesis
due to at least three different crossreactive structure. Allergy 42, 382.

Cé&rdaba, B., De Pablo, R., Vilches, C., Martin, E., Geller-Bernstein, C., De Andrés, B.,
Zaharan, Y ., Del Pozo, V., Gallardo, S., De Arruda Chaves, E., Waisdl, Y., Palomino, P.,
Kreisler, M.y Lahoz, C. (1996) Allergy toolive pollen: T-cell responsefrom oliveallergic
patientsis resticted by DR7-DQ2 antigens. Clin. Exp. Allergy 26, 316.

Cérdaba, B., Del Pozo, V., Jurado, A., Gallardo, S., Cortegano, I., Arrieta, I., Del Amo, A.,
Tramon, P., Florido, F., Sastre, J., Palomino, P., Lahoz, C. (1998) Olive pollen allergy
searching for immunodominant T-cell epitopesonthe Olee 1 molecule. Clin. Exp. Allergy
28 (4), 413.

Carlson, M., Hakansson, L.,y Kampe, M. (1992) Degranul ation of eosinophilsfrom pollen-
atopic patientswith asthmaisincreased during pollen season. J. Allergy Clin. Immunol. 89,
1331

Carreira, J.y Polo, F. (1995) Theallergens of Olea europaea and Parietaria spp. And their
relevance in the Mediterranean area. ACl News 7, 79.

Cassacuberta, H¢,J.M., Raventos, D., Puigdomenech, P. San Segund, B. (1992) Expression
of the gene encodign the PR-like protein Prms in germinating maize embyos. Mol. Gen.
Genet. 234, 97.

Chelliah, Jy Jones D. (1990) Biochemical and immunological studies of proteins from
polydnavirus Chelonus sp. near curvimaculatus. J. Gen. Virol. 71, 2353.

Chen, L., Fincher, G.B., Hoj, P.B. (1993) Evolution of polysaccharide hydrolase substrate
specificity. J. Biol. Chem. 268 (18), 13318.

Chen, L., Garret, P.J., Fincher, G.B., Hoj, P.B. (1995) A tetrad of ionizable amino addsis
important for cataysisinbarley -glucanases. J. Biol. Chem. 270 (14), 8093.

Chye, M.L. y Cheung, K.Y. (1995) -1,3-glucanase is highly-expressed in laticifers of
Hevea brasiliends. Plant Mol. Biol. 29, 395.

Clarke, A.E., Stone, B.A. (1962) -1,3-glucan hydrolases from the frgpe vine (Vitis
vinifera) and other plants. Phytochemistry 1, 175.



132 BIBLIOGRAFIA

Cook, D.G., Strachan, D.P. (1999) Summary of effects of parental smoking on the
respiratory health of children and implications for research. Thorax 54, 357.

Cooke, R.A., Bernhard, JH., Hebald, S. y Stull, A. (1935) Serological evidence of
immunity with co-existing sensiti zation in hay fever type of human dlergy. J. Exp. Med.
62, 733.

Cookson, W.O.C.M., Sharp, P.A., Faux, JA., Hopkin, JM. (1989) Linkage between
Immunoglobulin E responses underlying asthmaand rhinitisand chromosome11q. Lancet
8650, 1292.

Corsico, R. (1993) El asma polinico en Europa. En Polen atmosférico en Europa.
(Spieksma, F., Nolard, N., Frenguelli, G. y van Moerbeke, D. eds) p 19-29. U.C.B,,
Bruselas.

Cote, F., Cutt, JR., Asselin, A., Klessig, D.F. (1991) Pathogenesis-related acidic  -1,3-
glucanase genes of tobacco are regulaed by both stress and developmental signals. Mol.
Plant-Microbe Interact. 4, 173.

Cregg, JM., Vedvick, T.S., Raschke, W.C. (1993) Recent advances in the expression of
foreign genesin Pichia pastoris. Biotechnology 11, 905.

Cruz-Ortega, R., Cushman, J.C., Ownby, J.D. (1997) cDNA clones encoding 1,3- -
glucanaseand afimbrin-like cytoskel etal proteinareinduced by Al toxicity inwheat roots.

D’Amato, G., Mullins, J., Nolard, N., Spieksma, F.Th.M.y Wachter, R. (1988) City spore
concentrations in the European Economic Community (ECC). VII. Oleaceae (Fraxinus,
Ligustrum, Olea). Clin. Allergy 18, 541.

D’Amato, G. y Liccardi, G. (1994) Pollen-related allergy in the European Mediterranean
area. Clin. Exp. Allergy 24, 210.

De Cesare, G., Pini, C., Di Fdlice, G., Caiaffa, M.F., Macchia, L. y Tursi, A. (1993)
Purification and fine characterization of a mgor alergen from Olea europaea pollen
extract. Allergy 48, 248.

deJong, E.C., VanZijverden, M., Spanhaak, S., Koppelman, S.J., Pellegrom, H., Penninks,

A.H. (1998) Identification and partial characterization of multiple major allergensin peanut
proteins. Clin. Exp. Allergy 28 (6), 743.



BIBLIOGRAFIA 133

De Vouge, M.W., Thaker, A.J.,, Curran, I.H., Zhang, L., Muradia, G., Rode, H. y Vija,
H.M. (1996) | solation and expression of acDNA cloneencodingan AlternariaalternataAlt
a1l subunit. Int. Arch. Allergy Immunol. 111, 385.

Diaz-Perdes, A., Collada, C., Blanco, C., Sanchez-Monge, R., Carrillo, T., Aragoncillo,
C., Salcedo, G. (1999) Cross-reactions in the latex-fruit syndrome: A relevant role of
chitinases but not of complex asparagine-linked glycans. J Allergy Clin Immunol. 104 (3
Pt 1), 681.

Diaz-Sanchez, D., Tsien, A., Fleming, J., Saxon, A. (1997) Combined diesel exhaust
particulate and ragweed allergen challenge markedly enhances human in vivo nasal
ragweed-specific IgE and skews cytokine production to a helper cell 2-type pattern. J
Immunol 158, 2406.

Dufy, D.L., Martin, N.G., Battistutta, D., Hopper, J.L., Mathews, J.D. (1990) Genetics of
asthma and hay fever in Australian twins. Am. Rev. Respir. Dis. 142,1351.

Duro, G., Colombo, P., AssuntaCosta, M., |zzo, V., Porcasi, R., Di Fiore, R., Locorotondo,
G., Cocchiara, R., Geraci, D. (1997) Isolation and charactrization of two cDNA clones
coding for isoforms of the Parietaria judaca major allergen Par j 1. Int. Arch. Allergy
Immunol. 112 (4), 348.

Ebner, C., Szépfausi, Z., Ferreira, F., Jilek, A., Vdenta, R., Parronchi, P., Maggi, E.,
Romagnani, S., Scheiner, O. y Kraft, D. (1993) Identification of multiple T cell epitopes
on Bet v |, the mgjor birch pollen alergen, using specific T cell clones and overlapping
peptides. J. Immunol. 150, 1047.

Ebner, C., Schenk, S., Ngjafian, N., Siemann, U., Steiner, R., Fischer, W.G., Hoffmann, K.,
Szépfalusi,Z., Scheiner, O. yKraft, D. (19958 Non allergicindividual srecognizethe same
T cell epitopes of Bet v |, the mgjor birch pollen allergen, as atopic patients. J. Immunol.
154, 1932.

Ebner, C., Hirschwehr, R., Bauer, L., Breiteneder, H., Valenta, R., Krdt, D. (1995b)
Identification of allergensinfruits and vegetables: IgE crossreactivities withthe important
birch pollen alergens Bet v 1 and Bet v 2 (birch profilin). J. Allergy Clin. Immunol. 95,
962.

Emberlin, J.C. (1997) Grass, tree and weed pollens.En Allergy and allergic diseases (Kay,
A.B., ed) p 497. Blackwell Sc. Publ., Oxford.



134 BIBLIOGRAFIA

Engel, E., Richter, K., Obermeyer, G., Briza, P., Kungl, A.J., Simon, B., Auer, M., Ebner,
C., Rheinberger, H.J., Breitenbach, M. y Ferreira, F. (1997) Immunological and biological
properties of Bet v 4, a novel birch pollen allergen with two EF-hand calcium-binding
domains. J. Biol. Chem. 272, 28630-28637.

Fairbanks, G., Steck, T.L.y Wallach, D.F.H. (1971) Electrophoretic analysis of themajor
polypeptides of the human erytrocyte membrane. Biochemistry 10, 2606.

Fedorov, A.A., Bdl, T., Mahoney, N.M., Valenta, Ry Almo, S.C. (1997a) The molecular
basisof allergen cross-reactivity: Crystal structureand |gE-epitope mapping of birch pollen
profilin. Sructure5, 33.

Fedorov, A.A., Bdl, T., Vdenta, R., y Almo, S.C. (1997b) X-ray crystal strucutures of
birch pollen profilin and Phl p 2. Int. Arch. Allergy Immunol. 113, 109.

Felix, G., Meins, F. (1986) Developmenta and hormonal regulationof -1,3-glucanasein
tobacco Nicotiana tabacum cultivar Havana 425. Planta 167, 206.

Fehlner, P.F., Kochoumian, L. y King, T.P. (1991) Murire IgE and 1gG responses to
melittin and its analogs. J. Immunol. 146, 2664.

Ferrari, E., Lodi, T., Sorbi, R.T., Tirindelli, R., Cavaggioni, A. y Spisni, A. (1997)
Expression of alipocalinin Pichia pastoris. secretion, purification and binding activity of
arecombinant mouse mgjor urinary protein. FEBS Lett. 401, 73.

Ferreira, F., Hirtenlehner, K., Jilek, A., Godnik-Cvar, J., Breiteneder, H., Grimm, R.,
Hoffmann-Sommengruber, K., Scheiner, O., Krdt, D., Breitenbvach, M., Rheinberger, H.
y Ebner, C. (1996) Dissection of immunoglobulin E and T lymphocyte reactivity of
isoforms of the major birch pollen allergen Bet v 1. potentid use of hypaallergenic
isoforms for immunotherapy. J. Exp. Med. 183, 599.

Freidhoff L.R., Kautzky, E.E., Meyers, D.A., Ansari, A.A., Bias, W.B. y Marsh, D.G.
(1988) Association of HLA-DR3 and total serum immunoglobulin E level with human
immune responseto Lol pland Lol p Il allergensin alergic subjects. Tissue antigens 31,
211

Fritsch, R., Ebner, H., Kraft, D., Ebner, C. (1997) Food alergy to pumpkinseed-
characterization of allergens. Allergy 52, 335.

Fulcher,R.G.,McCully, M.E., Setterfield, G., Sutherland, J(1976) -1,3-glucansmay bwe



BIBLIOGRAFIA 135

associated with cell plate formation during cytokinesis. Can. J. Bot. 54, 4509.

Futamura, N., Mori, H., Kouchi, H., Shinohara, K. (2000) Ma e flower-specific expression
of genes for polyglacturonase, pectin methylesterase and -1,3-glucanase in a dioecious
willow (Salix gilgiana seemen). Plan Cell Physiol. 41(1), 16.

Gajhede, M., Osmark, P., Poulsen, F.M., Ipsen, H., Larsen, J.N., Joost van Neerven, R.J.,
Schou, C., Lowestein, H. y Spangfordt, M.D. (1996) X-ray and MNR structure of Bet v 1,
the origin of birch pollen allergy. Nat. Sruct. Biol. 3, 1040.

Garcia-Casado, G., Armentia, A., Sanchez-Monge, R., Malpica, JM., Salcedo, G. (1996)
Ryeflour allergensassociated with baker’ sasthma: correlation betweeninvivoandinvitro
activities and comprrison with their wheat and barley homologuesClin. Exp. Allergy 26,
428.

Garnier, J., Gibra, J.F. y Robson, B. (1996) GOR secondary structure prediction method
version IV. Methods in Enzymology 266, 540.

Gietz, R.D. y Schiestl, R.H. (1991) Applications of high eficiency lithium acetae
transformation of intact cells using single-stranded nucleic acid as carrier. Yeast 7, 253.

Gioulekas, D., Chtzigeorgiou, G., Likogiannis, S., Papakosta, D., Mpaafoutis, C.,
SpieksmaF.Th.M. (1991) Olea europaea 3-year pollenrecord in the area of Thessaliniki,
Greece and its sensitizing significance. Aerobiologia 7, 57.

Gonzalez,E.,Monsalve, R., Puente, X.S,, Villaba M.y Rodriguez, R. (1999) Assignement
of the disulfide bonds of Ole e 1, a mgor allergen of olive tree pollen invalved in
fertilization. J. Pept. Res. 55 (1), 18.

Gonzalez, R., Zapatero, L., Caravaca, F., Carrdra, J. (1991) Identification of soybean
proteins responsible for respiratory alergesInt. Arch. Allergy Immunol. 95, 53.

Grinna, L.S. Tschopp, J.F. (1989) Size distribution and genera structural features of N-
linked oligosaccharides from methylotrophic yeas Pichia pstoris. Yeast 5, 107.

Gruner, R. Y Pfitzner, U.M. (1994) The upstream region of the gene for the pathogeness-
related protein 1a form tobacco responds to environmental as well as to developmental

signalsin transgenic plants. Eur. J. Boiochem. 220, 247.

Guex, N. y Peitsch, M.C. (1997) Swiss-Model and the Swiss-PdbViewer: An environment



136 BIBLIOGRAFIA

for comparative protein modelling. Electrophoresis 18, 2714-2723.

Hanfrey, C., Fife, M., Buchanan-Wollaston, V. (1996) L eaf senescencein Brassica napus.
expresssion of genes encoding pathogenesis-related proteins. Plant Mal. Biol. 30, 597.

Hayek,B., Vangelista, L., Pastore, A., Sperr, W.R., Vaent, P., Vrtala, S.,Niederberger, V.,
Twardosz, A., Kraft, D. y Vaenta, R. (1998) Molecular and immunologic characterizatin
of a highly cross-reactive two EF-hand calcium-binding alder pollen alergen, Aln g 4:
structural basis for calcium-modelated IgE recognition. J. Immunol. 161, 7031-7039.

Hemmann, S,, Ismail, C., Blaser, K., Menz, G., Crameri, R. (1998) Skin-test reactivity and
Isotype-specificimmune responsesto recombinant Asp f 3, amajor allergen of Aspergillus
fumigatus. Clin. Exp. Allergy 28, 860.

Henning, J., Dewey, R.E, Cutt, J. R., Klessig, D.F. (1993) Pathogen, salicylic acid
anddevel opmental dependent expressionof  -1,3-glucanase/GUSgenefusionintransgenic
tobacco plants. Plant J. 10, 1089.

Herbert, C.A., King, C.M., Ring P.C., Holgate, S.T., Stewart, G.A., Thompson, P.J. y
Robinson, C. (1995) Augmentacion of permeability in bronchial epithdium by the house
dust mite allergen Der p 1. Am. J. Respir. Cell Mal. Biol. 12, 369-378.

Hesse, M. (1991) Cytology and morphogenesis of pollen and spores. Progress in Botany
52, 19.

Hewick, R.M., Hunkapiller, M.W., Hood, L.E. y Dreyer, W. (1981) A gas-liquid solid
phase peptide and protein sequenator. J. Biol. Chem. 256, 7990.

Hewitt, C.R., Brown, A.P., Hart, B.J., Pritchard, D.I. (1995) A mgor house dust mite
allergen disrupts the immunoglobulin E network by selectively cleaving CD23: innate
protection by antiproteases. J. Exp. Med. 182, 1537.

Higgins, JA., Thorpe, C.J., Hayball, J.D., O’ Hehir, R.E., Lamb, J. (1994) Overlapping T-
cell epitopesin the group | allergens of Der matophagoides species restricted by HLA-DP
and HLA-DR class || moleaules. J. Allergy Clin. Immunol. 93, 891.

Hiller, K.M., Lubahn, B.C. y Klapper, D.G. (1998) Cloning and expression of ragweed
allergen Amb a 6. Scand. J. Immund. 48, 26.

Hino, K., Yamamoto, S., Sano, O., Taniguchi, Y., Kohno, K., Usui, M., Fukuda, S.,



BIBLIOGRAFIA 137

Hanzawa, H., Haruyama, H., Kurimoto, M. (1995) Carbohydrate structures of the
glycopratein allergen Cry | 1 from japanese cedar (Cryptomerica japonica). J. Biochem.
117, 289.

Hinton, D.M., Pressey, R. (1980) Glucanase in fruits and vegetables. J. Amer. Soc. Hort.
Sci. 105, 499.

Hird, D.L., Dawn, W.I., Hodge, R., Smart, S., Paul, W., y Scott, R. (1993) The anther-
specificprotein encoded by the Brassica hapus and Arabidopsisthaliana A6 genedisplays
similarity to -1,3-glucanases. Plant J. 4,1023.

Hirs, C.H.N. (1967) Performic acid oxidation. Meth. Enzymol. 11, 197.

Hoffmann-Sommergruber, K., Vanek-Krebitz, M., Radauer, C., Wen, J., Ferreira, F.,
Scheiner, O. (1997) Genomic characterization of members of the Bet v 1 family: genes
coding for alergems and pathogenesi s-rel ate proteins share intron positionsGene 197, 91.

Hoffmann-Sommergruber, K., O'Riordain, G., Ahorn, H., Ebner, C., Laimer da Camara
Machado, M., Puhringer, H. (1999) Molecular characterization of Dau ¢ 1, the Bet v 1
homologous protein from carrot and its cross-reactivity with Bet v 1 and Api g 1 Clin. Exp.
Allergy 29, 840.

Hoffmann-Sommergruber, K. (2000) Plant allergensand pathogenesis-rel ated proteins. Int.
Arch. Allergy Immunol. 122, 155.

Hoj, P.B., Sade, A.M., Wettenhall, R. H., Fincher, G. B. (1988) lIsolation and
characterization of a (1,3)- -glucan endohydrolase from germinating barley (Hordeum
vulgare): amino acid sequence similarity with barley (1,3-1,4)- -glucanases. FEBS Lett.
230, 67.

Holt, P.G., McMenamin, C., Nelson, D. (1990) Primary sensitisation to inhalant allergens
during infancy. Pediatr. Allergy Immunal. 1, 3.

Hopkin, JM. (1997) Mechansms of enhanced prevalence of asthma and atopy in
developed countries. Curr. Opin. Immunol. 9, 788.

Hoyne, G.F., O’'Hehir, R.E., Wraith, D.C., Thomas, W.R., Lamb, J.R. (1993) Inhibition of
T cell and antibody responses to house dust mite allergen by inhalation of the dominant T
epitope in naive and sesitized mice. J. Exp. Med. 178, 1783.



138 BIBLIOGRAFIA

Hsi, K.L., Chen, L., Hawke, D.H., Zieske, L.R. y Yuang, P.M. (1991) A general approach
for characterizing glycosilation sites of glycoproteins. Analyt. Biochem. 198, 238.

Hsieh, L.S., Moos, M., Lin, Y. (1995) Characterization of apple 18 and 31 kd allergens by
microsequencing and evaluation of thei r content during storage and rippening J. Allergy
Clin. Immunol. 96, 960.

Inschlag, C., Hoffmann-Sommergruber, K., O’ Riordain, G., Ahorn, H., Ebner, C., scheiner,
O. (1998) Biochemical characterization of Pru a 2, a 23 kD thaumatin-like protein
representing a potential major alergen in cherry (Prunus avium) Int. Arch. Allergy
Immunol. 116, 22.

Ipsen, J., Schwartz, B., Wihl, J.A., Petersen, B.N., Munch, E.P., Janniche, H. y Lowenstein,
H. (1988) Immunatherapy with partially purified and stendardized tree pdlen extracts.
Allergy 43, 370-377.

Izumi, H., Adachi, T., Fujii, N., Matsuda, T., Nakamura, R., Tanaka, K. (1992) Nucleotide
sequence of acDNA clone encoding amgor alergenicprotein in rice seeds:. homology of
the deduced amino acid sequencewith members of a pha-amylase/trypsini nhibiytor family.
FEBS Lett. 302, 213.

Jenkins, M., Hopper, J.,, Giles, G. (1997) Regressive logistic modelling of familial
aggregation for asthmain 7,394 population-based nuclear families. Genet. Epidemiol. 14,
317.

Jensen-Jarolim, E., Santner, B., Leitner, A., Grimm, R., Scheiner, O., Ebner, C. (1998) Bell
peppers (Capsicum annuum) express alergens (profilin, pathogenesis-related protein P23
and Bet v 1) depending on the horticultural strain Int. Arch. Allergy Immunol. 116, 103.

Johnson, P., Marsh, D.G. (1965) “Isoallergens from rye grass pollen. Nature 206, 935.
Juers, D.H., Huber, R.E., Matthews, B.W. (1999) Structural comparisons of TIM barrel
proteins suggest functional and evolutionary relationships between -galactosidase and

other glycohydrolases. Protein &ci. 8, 122.

Kernerman, S.M., McCullough, D.R. y Ownby, D.R. (1992) Evidence of cross-reactivity
between olive, ash, privet and russian olivetree pollens. J. Allergy Clin. Immunol. 87, 187.

King, T.P., Norman, P.S. y Connell, J.T. (1964) | solation and characterization of allergens
from ragweed pollen. Il. Biochemistry 3, 458.



BIBLIOGRAFIA 139

King, T.P., Hoffman, D., Léwenstein, H., Marsh, D.G., Platts-Mills, T.A.E. y Thomas, W.
(1994) Allergen nomenclature. Bull. WHO 72, 797.

Kleber-Janke, T., Crameri, R., Appenzeller, U., Schlaak, M., Becker, W.M. (1999)
Selectivecloning of peanut allergens, including profilin and 2S al bumins, by phage display
technology. Int. Allergy Clinn. Immunol. 119, 265.

Klein, C., de Lamotte-Guery, F., Gautier, F., Moulin, G., Boze, H., Joudrier, P. y Gautier,
M.F. (1998) High-level secretion of awheat lipid trander proteinin Pichiapastoris. Protein
Expr. Purif. 13, 73.

Knox, R.B., Suphioglu, C., Taylor, P., Desal, R., Watson, H.C., Peng, J.L. (1997) Mgjor
grasspollen allergen Lol p 1 bindsto diesel exhaust particles: implications for asthmaand
air pollution. Clin. Exp. Allergy 27, 246.

Kobayashi, I., Sakiyama, Y., Tame, A., Kobayashi, K. y Matsumoto, S. (1996) IgE and
IgG4 antibodies from patients with mite allergy recognize different epitopes of
Dermatophagoides pteronyssinusgroup |1 antigen (De p 2). J. Allergy Clin. Immunol 97,
638.

Kubelka, V., Altmann, F., Staudacher, E., Tretter, V., Marz, L., Hard, K., Kamerling, J.P.,
Vliegenthart, J.F.G. (1993) Primary structures of the N-linked carbohydrate chains from
honey bee venom phospolipase A2. Eur. J. Biochem. 213, 1193.

Kyte, J., Dodlittle, R.F. (1982) A simple method for displaying the hydropathic character
of aprotein. J. Mol. Biol. 157, 105.

Laemmli, U.K. (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227, 680-685.

Lahoz, C., Lauzurica, P., Tricas, L., Diez, R., Maruri, N., Galocha, B., Florez, R., Maestre,
Y., Gurbindo, C.y Garcia, R. (1985) A glycoprotein asthemajor antigen inOlea eur opaea.
Ann. Allergy 55, 289.

Lauzurica, P., Gurbindo, C., Mauri, N., Galocha, B., Diaz, R., Gonzdlez, J., Garcia, R. y
Lahoz, C. (1988a) Olive (Olea europaea) pollen allergensl. Immunochemical
characterization by immunoblotting, CRIE and immunodetection by a monoclonal
antibody. Mol. Immunol. 25, 329.

Lauzurica, P., Maruri, N., Galocha, B., Gonzdez, J., Diaz, R., Palomino, P., Harnandez,



140 BIBLIOGRAFIA

D., Garcia R. y Lahoz, C. (1988b) Olive (Olea europaea) pollen alergens - 11. Isolation
and characterization of two major antigens. Mol. Immunol. 25, 337.

Ledesma, A., Rodriguez, R. y Villaba, M. (1998a) Olive-pollen profilin. Molecular and
immunologic properties. Allergy 53, 520.

Ledesma, A., Villalba, M., Batanero, E. y Rodriguez, R. (1998b) Molecular cloning and
expression of active Olee 3, amajor allergenfrom olive-tree pollen and member of anovel
family of Ca?*-binding proteins (polcalcins) involved in alergy. Eur J. Biochem. 258, 454.

Ledesma, A., Villaba, M. y Rodriguez, R. (2000a) Cloning, expression and
characterization of a novel four EF-hand Ca*-binding protein from olive pollen with
alergenic activity. FEBS Lett. 466, 192.

Ledesma, A., Villalba, M., Vivanco, F. y Rodriguez, R. (2000b) Olee 8, anew Ca-binding
alergen from olive pollen: IgE-binding dependence of Ca-bound and presence in other
pollens. (Enviado a publicar).

Leubner-Metzger, G.y Meins, F. (1999) Functionsand regulation of plant -1,3-glucanases
(PR-2). In Pathogenesis-Related Proteinsin Plants (Datta, S.K. y Muthukrishnan, S., eds),
pp. 49-76. CRC Press LLC, Boca Raton, USA.

Li, P.K.T., Lai, CK.W., Poon, A.S.Y ., Ho, A.S.S,, Chan, C.H.S.y Lai, K.N. (1995) Lack
of association between HLA-DQ and -DR genotypes and agthma in southern Chinise
patients. Clin. Exp. Allergy 25, 323.

Liccardi, G., D’Amato, M. y D’Amato, G. (19964) Oleaceae pollinosis: A review. Int.
Arch. Allergy Imnunol. 111, 210.

Liccardi, G., Kordash, T.R., Russo, M., Noschese, P., Califano, C., D’Amato, M. y
D’ Amato, G. (1996b) Why are nasal and bronchial symptomsmaostly perennial in patients
with monosensitazation to Olea europaea pollen allergens? J. Invest. Allergol. Clin.
Immunol. 6, 371.

Linthorst, HIM:, van Loon, L.C., van Rossum, CMA., Mayer, A., Boal, J. F., van Roekel
JSC., Meulenhoff, JS., Cornelissen, BJC. (1990) Analysis of acidic and basic chitinases
from tobacco and petunia and their constitutive expression in transgenic tobacco. Moal.
Plant Microbe Interact. 3, 252.

Lombardero, M, Quirce, S., Duffort, O., Barber, D., Carpizo, J., Chamorro, M.J., Lezaun,



BIBLIOGRAFIA 141

A.y Carreira, J. (1992) Monoclonal antibodies against Olea europaea major allergen:
alergenicactivity of affinity-purified allergen and depleted extract and development of a
radioimmunoassay for the quantification of theallergen. J.Allergy Clin. Immunol. 89, 884.

Lombardero, M., Barbas, J.A., Moscoso del Prado, J. y Carreira, J. (1994) cDNA sequence
analysis of the main olive alergen, Ole el. Clin. Exp. Allergy 24, 765.

Lotan, T., Ori, N., y Fluhr, R. (1989) Pathogenesis+elated proteins are developmentally
regulated in tobacco flowers. Plant Cell 1, 881.

Lympany, P., Welsh, K.l., Cochrane, G.M., Kemeny, D.M. y Lee, T.H. (1992) Genetic
analysis of the linkage between chromosome 11q and atopy. Clin. Exp. Allergy 22, 1085.

Lynch, N.R., Thomas, W.R., Chua, Y., Garcia, N., Diprisco, M.C., Lépez, R. (1994) In
vivo biological activity of recombinant Der p 2 allergen of house dust mite. Int. Arch.
Allergy Immunol. 105, 70.

Macchia, L., Aliani, M, Caaffa, M.F., Carbonara, A.M., Gatti, E., lacobelli, A., Strada, S.,
Casdla, G.y Turs, A. (1987) Monitoring of atmospheric conditionsand forecast of olive
pollen season. Experentia 51 (Suppl.), 95.

Macchia, L., Caiaffa, M.F., D’ Amato, G.y Tursi, A. Allergenic significance of Oleaceae
pollen. (1991) En Allergenic pollen and pollinosis in Europe (D’ Amato, G., Spieksma,
F.Th.M.y Bonini, S. eds.), p.87. Blackwell Sc. Publ., Oxford.

Maniatis, T., Fritsch, E.F. y Sambrook, J. (1982) Molecula cloning: alabaratory manual.
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva Y ork.

Manousis, T. y Moore, N.F. (1988) Exploited plants. The olive tree biologist. 35, 7.

Marsh, D.G., Meyers, D.A., Freidhoff, L.R., Ehrlich-Kautzky, E., Roebber. M., Norman,
P.S., Hsu, SH. y Bias W.B. (1982) HLA-Dw2: a gendic marker for human innume
respoonseto short ragweed allergen Rab. || Response after ragweed innunctherapy. J. Exp.
Med. 155, 1452-1463.

Marsh, D.G. ycol., (1994) Linkage analysisof | L-4 and other chromosome5qg31.1 markers
and total serum IgE concentrations. Science 264,1152.

Martinez-Ripoll, M., Albert, A., Villadba, M., Rodriguez, R. (1998) Cristalizacion y
estudios preliminares de difraccion derayos X de Ole e, €l alergeno mayoritario depolen



142 BIBLIOGRAFIA

dealivo. XXI Congreso de SEBBM, Sevilla, 20-23 de Septiembre de 1998.

Martinez-Ruiz, A., Martinez del Pozo, A., Lacadena, J., Manchefio, JM., Onaderra, M.,
L6pez-Otin, C., Gavilanes, J.G. (1997) Secretion of recombinant pro- and mature fungal

-sarcin ribotoxin by the methylotrophic yeast Pichia pastoris. the Lys-Arg motif is
required for maturation. Protein Expr. Purif. 12, 315.

Martin-Orozco, E., Cardaba, B., del Pozo, V., de Andrés, B., Villalba, M., Galardo, S,,
Rodriguez-Garcia, M.1., Fernandez, M.C., Alché, J.D., Rodriguez, R., Palomino, P. y
Lahoz, C. (1994) Ole e | Epitope mapping, cross-reactivity with other Oleaceae pollens
and ultrastructural localization. Int. Arch. Allergy Immunol. 104, 160.

Mazur, G., Baur, X. y Liebers, V. (1990) Hypersensitivity to hemoglobins of the Diptera
family Chironomidae: Structural and functional studiesof their immunogenic/allergenic
sites. Monogr. Allergy 28, 121.

Mazzoni, M.R., Artemyev, N.O. y Hamm, H.E. (1996) Proteolytic fragmentation for
epitope mapping. Methods Mol. Biol. 66, 109-120.

McDermott, M.J., Weber, E., Hunter, S., Stedman, K.E., Best, E., Frank, G,R., Wang, R.,
Escudero, J., Kuner, J.y McCal, C. (2000) Identification, cloning, and characterization of
amaor cat fleasalivary alergen (Ctef 1). Mol. Immunol. 37, 361.

Meier, H., Buchs, L., Buchala, A.J., Homewood, T. (1981) (1-3)- -D-Glucan (cdlose) is
a probable intermediate in biosynthesis of cellulose fibres. Nature 289, 821.

Melen, E., Pomes, A., Vailes, L.D., Arruda, L.K. y Chapman M.D. (1999) Molecular
cloning of Per a 1 and definition of the cross-reactive Group 1 cockroach allergens. J.
Allergy Clin. Immunol. 103, 859.

Mena, M., Sanche-Monge, R., Gomez, L., Salcedo, G., Carboner, P.A. (1992) A mgor
barley allergen associated with baker’'s asthma disease is a glycosylated monomeric
inhibitor of insect alpha-amylase: cDNA cloning and chromosomal location of the gene.
Plant Mol. Biol. 20, 451.

Menéndez-Arias L., Moneo, |., Dominguez, J., Rodriguez, R. (1988) Primary structure of
the major alergen from yellow mustard seeds, Sina 1. Eur. J. Biochem. 177, 159.

Menz, G., Dolecek, C., Schonheit-Kenn, U., Ferreira, F., Moser, M., Schneider, T., Suter,
M., Boltz-Nitulescu, G., Ebner, C., Kraft, D.y Valenta, R. (1996) Serologicd and skin-test



BIBLIOGRAFIA 143

diagnosisof birch pollen allergy with recombinant Bet v 1, themajor birch pollen allergen.
Clin. Exp. Allergy 26, 50-60.

Metzler, W.J., Vaentine, K., Roebber, M., Marsh, D.G., Mudller, L. (1992) Proton
resonance assignments and three-dimensional solution structure of the ragweed allergen
Amb aV by nuclear magnetic resonance spectroscopy. Biochemistry 31, 8697.

Miele, R.G., Castellino, F.J., Bretthauer, R.K. (1997) Charaderization of the ecidic
oligosaccharidesassembled on the Pichiapastorisexpressad recombinant kringle2 domain
of human tissue-type plasminogen activator. Biotechnol. Appl. Biochem. 26, 79.

Moffatt, M.F., Cookson, W.O. (1998) The genetics of asthma. Maternal effectsin atopic
disease. Clin. Exp. Allergy 28 (suppl 1), 56.

Mohapatra, SS., Hill, R.D., Sehon, A.H. (1990) Molecular cloning of allergens: Progressand
perspectives. Aerobiologia, 6, 205.

Monsalve, R.l., Gonzéalez delaPefia, M.A., Menéndez-Arias, L-, LOpez-Otin, C., Villalba,
M., Rodriguez, R. (1993) Characterization of a new oriental-mustard (Brassica juncea)
allergen, Braj 1E: detection of an allergenic epitope. Biochem. J. 293, 625.

Monsalve, R.I., Lu, G. y King, T.P. (1999) Expression of recombinant venom allergen,
antigen 5 of yellowjacket (Vespula vulgaris) and paper wasp (Polistes annularis), in
bacteria or yeast. Protein Expr. Purif. 16, 410.

Moore, P.D., Webb, JA.y Collinson, M.E. (1991) Pollen analysis p. 1. Blackell, Oxford.

Moser, M., Crameri, R., Brust, E., Suter, M., Menz, G. (1994) Diagnostic value of
recombinant Aspergillus fumigatus allergen I/a for skin testing and serology. J. Allergy
Clin. Immunoal. 93, 1.

Muller, UR., Dudler, T., Schneider, T., Crameri, R., Fischer, H., Skribic, D., Maibach, R.,
Blaser, K., Suter, M. (1995) Type skinreactivity to native and recombinant phospholipase
A2 from honeybee venom is similar. J. Allergy Clin. Immunol. 96, 395.

Mygind, N., Dahl, R., Pedersen, S., Thestrup-Pedersen, K. (1996) Allergens. En Essential
Allergy p. 81. Blackell, Oxford.



144 BIBLIOGRAFIA

Neale, A.D., Wahleithner, JA., Lund, M., Bonnett, H.T., Kelly, A., MeeksWagne, D.R.,
Peacock, W.J., Dennis, E.S. (1990) Chitinase, -1,3-glucanase, osmotin, and extensin are
expressed in tobacco explants during flower formation. Plant Cell 2, 263.

Nelson, N. (1944) A photometric adaptation of the somogyi method for the determination
of glucose. J. Biol. Chem. 153, 375.

Neuhaus, J.M., Fritin, B., Linthorst, H.JM., Meins, F., Mikkelsen, J.D., Rals, J. (1996) A
revised nomenclature for chitinase genes. Plant Mol. Biol. 14, 102.

Niederberger, V., Laffer, S., Froschi, R., Kraft, D., Rumpold, H., Kapiatis, S., Vaenta, R.
y Spitzauer, S. (1998a) | gE antibodiesto recombinant pollen alergens(Phl p 1, Phl p2, and
Bet v 2) account for a high percentage of grass pollen-specific IgE. J. Allergy Clin.
Immunol. 101, 258.

Niederberger, V., Pauli, G., Gronlund, H., Froschi, R., Rumpold, H., Kraft, D., Valenta, R.
y Spitzauer, S. (1998b) Recombinant birch pollen allergens (rBet v 1 and rBet v 2) contain
most of the IgE epitopes present in birch, alder, hornbeam, hazel, and oak pollen: A
quantitative IgE inhibition study with sera from different populations. J. Allergy Clin.
Immunol. 102, 579.

Niederberger, V., Hayek, B., Vrtala, S., Laffer, S., Twardosz, A., Vangelista, L., Sperr,
W.R., Vaent, P., Rumpold, H., Kraft, D., Ehrenberger, K., Valenta, R. y Spitzauer, S.
(1999) Cal cium-dependent immunoglobulin E recognition of the apo- and cal cium-bound
form of across-reactive two EF-hand timothy grass pollen alergen, Phl p 7. FASEB J. 13,
843-856.

Nielsen, H., Engelbrecht, J., Brunak, S., von Heljne, G. (1997) | dentification of prokaryotic
and eukaryotic signal peptides and prediction of their cleavage sites. Protein Engineering
10, 1.

Nilsen, B.M., Sletten, K., Smestad-Paulsen, B., O'Neill, M., vam Halbek, H. (1991)
Structural analysisi of the glycoprotein dlergen Art v 2 from th epollen of mugwort
(Artemisiavulgaris). J. Biol. Chem. 266, 2660.

Noon, L., Cantab, B.C. y Eng, F.R.C.S. (1911) Prophylactic inoculatin against hay fever.
Lancet 1, 1572.

Nowak, D., Heinrich, J., Jorres, R., Wassmer, G., Berger, J., Beck, E., (1996) Prevalence
of respiratory symptoms, bronchial hyperresponsivenessand atopy among adults: West and



BIBLIOGRAFIA 145

East Germany. Eur. Respir. J. 9, 2541.

Ori, N., Sessa, G., Lotan, T., Himmelhoch, S. Y Fluhr, R. (1990) A major stylar matrix
polypeptide (sp41) isamember of the pathogenesis-related proteins superclass. EMBO J.
9 (11), 3429.

Pabst, H.F. (1997) Immunodulation by breast-feeding. Pediatr. Infect. Dis. J. 16 (10), 991.

Pastorello, E.A., Ortolani, C., Farioli, L., Pravetoni, V., Ispano, M., Borga, A., Bengtsson,
A., Incorvaia, C., Berti, C. y Zanussi, C. (1994) Allergenic cross-reectivity among peach,
apricot, plumm and cherry in patients with oral allergy syndrome: an in vivo and in vitro
study. J. Allergy Clin. Immunol. 94, 699.

Pastorello, E.A., Conti, A., Pravettoni, V., Fariali, L., Rivolta, F., Ansaloni, R. (1998)
| dentification of actinidin asthe major allergen of kiwi fuit. J. Allergy Clin. Immunol. 101,
531

Pastorello, E.A., Farioli, L., Pravettoni, V., Ortolani, C., Ispano, M., Monza, M. (1999a)
The maor alergen of peach (Prunus persica) is a lipid transfer protein J. Allergy Clin.
Immunol. 103, 520.

Pastorello, E.A., Pravettoni, V., Farioli, L., Ispano, M., Fortunato, D., Monza, M. (1999b)
Clinical role of alipid transfer protein that acts asanew apple-specific alergen J. Allergy
Clin. Immunol. 104, 1099.

Pauli, G., Oster, JP., Deviller, P., Heiss, S., bessot, JC., Susani, M., Ferreira, F., Kraft, D.,
Valenta, R. (1996) Skin testing with recombinat allergensrBet v 1 and birch profilin, rBet
v 2: Dianostic valuefor birch pollen and associated allergies. J. Allergy Clin. Immunol. 97,
1100.

Payne, G., Ahl, P., Moyer, M., Harper, A., Beck, J., Meins, F., Ryals, J. (1990) Isolation
of complementary DNA clonesencoding pathogenesis-rel ated proteinsPand Q, two acidic
chitinases from tobacco. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 98.

Peitsch, M.C. (1995) Protein modeling by e-mail. Biotechnology 13, 658-660.

Peitsch, M.C. (1996) ProMod and Swiss-Model: Internet-based tools for automated
comparative protein modelling. Biochem. Soc. Trans. 24, 274-279.

Pérez, M., Ishioka, G.Y., Walker, L.E. y Chesnut, R.W. (1990) cDNA cloning and



146 BIBLIOGRAFIA

immunological characterization of theryegrassallergenLol p|l. J. Biol. Chem. 265, 16210.

Petersen, A., vieth, S., Aulepp, H., Schlaak, M., Becker, W.M. (1996) Ubiquitousstructures
responsible for IgE cross-reactivity between tomato fuit and trass pollen alergens. J.
Allergy Clin. Immunol. 98, 805.

Petersen, A., Grobe, K., Lindner, B., Schlaak, M. y Becker, W.M. (1997) Comparison of
natural and recombinant isoforms of grass pollen allergens. Electrophoresis18, 819.
Peumans, W. J, Barre, A., Deerycke, V., Rougé, P., Zhang, W., May, G., Delcour, JA.,
van Leuven, F., van Damme, J. M (2000) Purification, characterization and structural
analysis of an abundant -1,3-glucanase from bananafruit. Eur. J. Biochem 267, 1188.

Rautiainen, J., Auriola, S., Rouvinen, J., Kauppinen, J,, Zeiler, T., Novikov, D., Virtanen,
T.y Mantyjarvi, R.A. (1998) Molecular and aystal properties of Bos d 2, an alergenic
protein of the lipoca in family. Biochem. Biophys. Res. Commun. 247, 746.

Regalado, A.P., Ricardo, C.P. (1996) Study of the intercellular fluid of healthy Lupinus
albus organs. Presence of achitinase and athaumatin-like protein. Plant Physiol. 110, 227.

Rodriguez, R., Villalba, M., Monsalve, R.l., Batanero, E., Ledesma, A., Gonzdlez, E.,
Telera, M.L., Huecas, S. Garda, M. y Garcia, |. (1998) Perfiles de reconocimiento
alergénico del polen de olivo. Aplicacion en ladiagnosis e inmunoterapia. Rev. R. Acad.
Cienc. Exact. Fis. Nat. (Esp) 92, 253.

Rogers,B.L.,Bond, J.L.,Craig, S.J., Nault, A.K., Sega, D.B., Morgenstern, J.P., Chen, M .-
S., Bizinkauskas, C.B., Counsell, C.M., Lussier, A.M., Luby, T., Kuo,M.-C., Briner, T.J.
y Garman, R.D. (1994) Potential therapeutic recombinant proteins comprised of peptides
containing recombined T cell epitopes. Mol. Immunol. 31, 955.

Roggen, H.P.J.R., Stanley R.G. (1969) Cell-wall-hydrolysing enzymes in wall formation
as measured by pollen-tube extension. Planta 84, 295.

Romanos, M.A., Scorer, C.A., Clare, J.J. (1992) Foreign geneexpressioninyeast: areview.
Yeast 8, 423.

Saarinen, U.M., Kgjosaari, M. (1995) Breastfeeding as prophylaxis against atopic disease:
prospective follow-up study until 17 years old. Lancet 346, 1065.

Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T. (1989) Molecular cloni ng: alaboratory manual
(Nolan, C., ed), val. 3. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY .



BIBLIOGRAFIA 147

Sanchez-Monge, R., Lombardero, M., Garcia-Sellés, F.J., Barber, D. y Salcedo, G. (1999a)
Lipid-transfer proteinsarerelevant alergensinfruit allergy. J. Allergy Clin. Immunol 103,
514.

Sanchez-Monge, R., Blanco, C., Perales, A., Collada, C., Carrillo, T., Aragoncillo, C.,
Salcedo, G. (2000) Class | chitinases, the panallergens regponsible for the laex-fruit
syndrome, are induced by ethylene treatment and inactivated by heating. J Allergy Clin
Immunol. 106 (1 Pt 1), 190.

Sanger, F., Nicklen, S. y Coulson, A.R. (1977) DNA sequencing with chain termination
inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463.

Schramm, G., Kahlert, H., Suck, R., Weber, B., Stuwe, H.T., Muller, W.D., Bufe, A.,
Becker, W.M., Schlagk, M.W., Jager, L., Cromwell, O. y Fiebig, H. (1999) “Allergen
engineering”. Variants of the timothy grass pollen allergen Phl p 5b with reduced IgE-
binding cepacity but conserved T cdl reactivity. J. Immunol. 162, 2406.

Scheiner, O., Kraft, D. (1995) Basic and practical aspectsof recombinant allergens. Allergy.
50 (5), 384.

Scheurer, S., Metzner, K., Haustein, D., Vieths, S. (1997) Molecular cloning, expression
and characterization of Pru a1, the major cherry dlergen Mol. Immunol. 34, 619.

Schmid, P., Peeters, A.G., Wahl, R.y Wultrich, B. (1993) Ashtreehay fever in Switzerland.
J. Allergy Clin. Inmunol. 91, 278 (Abstract).

Schulz, O., Laing, P, Sewell, H.F., Sh&kib, F. (1995) De p 1, amgjor allergen of the house
dust mite, proteolytically cleavesthe low-affinity receptor for human IgE (CD23). Eur. J.
Immunol. 25, 3191.

Sessa, G., Fluhr, R. (1995) The expression of an abundant transmitting tract-specific
endoglucanase (Sp4l) is promoter-dependent and not essential for the reproductive
physiology of tobacco. Plan Mol. Biol. 29, 969.

Shakib, F., Schulz, O., Sewdl, H. (1998) A mite subversive: cleavage of CD23 and CD25
by Der p 1 enhances d lergeni city Immunol. Today 19, 313.

Sharp, P.A., Sugden, B. y Sambrook, J. (1973) Detection of two restriction endonuclease
activities in Haemophilus parainfluenzae using analytical agarose-ethidium bromide
electrophoresis. Biochemistry 12, 3005.



148 BIBLIOGRAFIA

Shinshi, H., Wenzler, H., Neuhaus, JM., Felix, G., Hofsteenge, J., Meins, F. (1988)
Evidence of amino and carboxyl-terminal processing of a plant defense-related enzyme
primary structure of tobacco prepro- -1,3-glucanase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5541.

Smith, A.M., Chapman, M.D. (1996) Reduction in IgE binding to alergen varants
generated by site-directed mutagenesis. contribution of disulfide bondsto the antigenic
structure of the major house dust mite alergen Der p 2. Mol. Immunol. 33, 399.

Smith, P.M., Suphioglu, C., Griffith, I.J., Theriault, K., Knox, R.B. y Singh, M.B. (1996)
Cloning and expressioninyeast Pichiapastorisof abiologically activeformof Cynd 1, the
major allergen of Bermuda grass pollen. J. Allergy Clin. Immunol. 98, 331.

Snowboda, 1., Jilek, A., Ferreira, F., Engel, E., Hoffmann-Sommergruber, K., Schiner, O.,
Kraft,D., Breiteneder, H., Pittenauer, E., Schmid, E., Vicente, O., Heberle-Bors, E., Ahorn,
H., Breitenbachm M. (1995) Isoforms of Bet v1, the major birch pollen alergen, analyzed
by liquid chromatography, mass spectrometryand cDNA cloning. J. Biol. Chem. 270, 2607.

Somogyi, M. (1952) Notes on sugar determination. J. Biol. Chem. 195, 19.

Sowka, S., Hsieh, L-D., Krebita, M., Akassawa, A., Marin, B., Starrett, D., (1998a)
Identificationand cloning of Prsa 1, a32 kDamajor allergen of avocado and itsexpression
in Pichia pastorisJ. Biol. Chem. 273, 28091.

Sowka, S., Wagner, S., Krebitz, M., ArijasMad-Arif, S., Yusof, F., Kinaciyan, T., Brehler,
R., Scheiner, O. y Breiteneder, H. (1998b) cDNA cloning of the43-kDalatex allergen Hev
b 7 with sequence similarity to patatins and its expression in the yeast Pichiapastoris. Eur.
J. Biochem. 255, 213.

Stewart, G.A. y Thompson, P.J. (1996) The biochemistry of common aeroallergens. Clin.
Exp. Allergy 26, 1020.

Stone, B.A., Clarke, A.E. (1992) Chemistry and biologu of plant 1,3- -glucans, La Trobe
University Press Victoria, Australia.

Sturm, A. (1991) Heterogeneity of the complex N-linked digosaccharides at specific
glycosilation sites of two secreted carrot glycoproteins. Eur. J. Biochem., 199, 169.

Sunderasa, E., Hamzah, S., Hamid, S., Ward, M.A., Yeang, H.Y ., Cardosa, M.J. (1995)
Latex B-Serum -1,3-glucanase (Hev b Il) and acomponent of the microhelix (Hev b1V)
aremajor latex allergens. J. Nat. Rubb. Ress. 10 (2), 82.



BIBLIOGRAFIA 149

Suphioglu, C., Ferreira, F. y Knox, R.B. (1997) Molecular cloning and immunological
characterization of Cynd 7, anovel calcium-binding allergen form Bermudagrass pollen.
FEBSLett. 402, 167-172.

Takal, T., Yokota, T., Yasue, M. (1997) Engineering of themajor house dust mite allergen
Der f 2 for alergen-specific immunotherapy. Nat. Biotechnol. 15, 754.

Tame, A., Sakiyama, Y., Kobayashi, I., Teral, I. y Kobayashi, K. (1996) Differences in
titres of IgE, 1gG4 and other IgG subclass anti-Der p 2 antibodies in alergic and non-
allergic patients measured with recombinant allergen. Clin. Exp. Allergy 26, 43.

Tang, B., Banerjee, B., Greenberger, P.A., Fink, JN., Kelly, K.J. y Kurup, V.P. (2000)
Antibody binding of deletion mutantsof Aspf 2, the major Aspergillusfumigatusallergen.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 270, 1128.

Tarr, G.E., Beecher, J.F., Bell, M. y McKean, D.J. (1978) Polyquaternary amines prevent
peptide loss from sequenator. Anal. Biochem. 84, 622.

Tejera,M.L., Villaba, M., Batanero, E. y Rodriguez, R. (1999) I dentification, isolation, and
characterization of Ole e 7, anew alergen of olive tree pollen. J. Allergy Clin. Immunol.
104, 797-802.

Toriyama, K., Okada, T., Watanabe, M., Ide, T., Ashida, T., Xu, H. y Singh, M.B. (1995)
A cDNA clone encoding an IgE-binding protein from Brassica anther has significant
sequence similarity to Ca#*-binding proteins. Plant Mol. Biol. 29, 1157-1165.

Towbin, H., Staehelin, T. y Gordon, J. (1979) Hectrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gds to nitrocellulose sheets. Precedure and some aplications. Proc. Natl.
Acad. ci. USA 76, 4350.

Trimble, R.B., Aatkinson, P.H., Tschopp, J.F., Townsend, R.R., Mal ey, F. (1991) Structure
of oligosaccharideson SaccharomycesSUC2 invertase secreted by the methyl otrophic yeast
Pichia pastoris. J. Biol. Chem. 266, 22807.

Tretter, V., Altmann, F., Maz, L. (1991) Peptide-N4-(N-acetyl-baa-glucosaminyl)
asparagine amidase F cannot release glycans with fucose attached apha 1-3 to the
asparagine-linked N-acetylglucosamine residue. Eur. J. Biochem. 199, 647.

Tschopp, J.F., Sverlow, G., Kosson, R., Craig, W., Grinna, L. (1987) Highlevel secretionof
glycosylatedinvertase inthe methylotrophic yeast Pichia pastoris. Biotechnology 5, 1305.



150 BIBLIOGRAFIA

Valiles, L.D., Kinter, M.T., Arruda, L.K. y Chapman, M.D. (1998) High-level expression
of cockroach allergen, Blag 4, in Pichiapastoris. J. Allergy Clin. Inmunol. 101, 274.

Valenta, R., Duchene, M., Ebner, C., Vaent, P., Silaber, P., Deviller, P. (1992) Profilins
constitute anovel family of functional plant pan-allergens. J. Exp. Med. 175, 377.

Vaenta, R. y Kraft, D. (1995) Recombinant allergens for diagnosis and therapy of allergic
diseases. Cur. Opin. Immunal. 7, 751.

Vaenta, R., Steinberger, P., Duchéne, M.y Kraft, D. (1996) Immunolgical and structural
similarities among allergens. Prerequisite for a specific and component-based
immunotherapy of allergy. Immunol. Cell Biol. 74, 187.

Vaenta, R., Flicker, S, Eibensteiner, P., Steinberger, P., Laffer, S., Dolecek, C.y Kraft, D.
(1997) Recombinant-allergen specific antibody fragments: toolsfor diagnosis, prevention
and therapy of type | alergy. Biol. Chem. 378, 745.

Vaenta, R., Vrtaa, S, Laffer, S, Spitzauer, S. y Kraft, D.(19983 Recombinant allergens.
Allergy 53, 552.

Vaenta R., Almo, S, Ball, T., Dolecek, C., Steinberger, P., Laffer, S., Eibensteiner, P.,
Flicker, S, Vrtala, S., Spitzauer, S., Vaent, P., Depenoux, S., Kraft, D., Bancherau, J. y
Lebecque, S. (1998b) The immunaoglobulin E-allergen interaction: atarget for therapy of
type | alergic diseases. Int. Arch. Allergy Immunol. 116, 167.

Vaenta, R., Lidholm, J., Niederberger, V., Hayek, B. y Kraft, D. (1999) The recombinant
allergen-based concept of component-resolved diagnostics and immunotherapy (CDR and
CRIT). Clin. Exp. Allergy 29, 896.

Vdllier, P., Dechamp, C., Vaenta, R., Vial, O. y Deviller, P. (1992) Purification and
characterization of an allergenfrom celery immunochemically related to an all ergen present
in several other plant species. Identification as a profilin. Clin. Exp. Allergy 22, 774.

Vanek-Krebitz, M., Hoffmann-Sommergruber, K., Laimer da Camara Machado, M.,
Susani, M., Ebner, C., Kraft, D. (1995) Cloning and sequencing of Mal d 1, the major
allergen from apple (Malus domestica), and itsimmunological relationship to Bet v 1, the
major birch pollen allergen Biochem. Biophys. Res. Commun. 214, 538.

van Eldik, G.J., Wingens, M., Ruiter, R.K., van Herpen, M.M., Schrauwen, J.A., Wullems,
G.J. (1996) Molecular analysis of a pistil-specific gene expressed in the stigma and cortex



BIBLIOGRAFIA 151

of Solanum tuberosum. Plant Mol. Biol. 30, 171.

van-Neerven, R.J., van de Pol, M.M., Wierenga, EA., Aabersg R.C., Jansen, H.M.,
Kapsenberg, M.L. (1994) Peptide specificity and HLA restriction do not dictatelymphokine
production by allergen-specific T-lymphocyte clones. Immunology 82, 351.

Van Reg, R., Voitenko, V., van Leeuwen W.A., Adberse, R.C. (1992) Profilinisacross-
reactive allergenin pollen and vegetable foods. Int. Arch Allergy Immunol. 98, 97.

van Reg, R., van Leeuwen, W.A., Bulder, I., Bond, J. y Aalberse, R.C. (1999b) Purified
natural and recombinant Fel d 1 and cat albumin in in vitro diagnostics for cat allergy. J.
Allergy Clin. Immunol. 104, 1223.

Varghese, J.N., Garrett, T.P.J., Colman, P.M., Chen, L., Hoj, P.B., y Fincher, G.B. (1994)
Three-dimensional structuresof twoplant -glucan endohydrolaseswith distinct substrae
specificities. Proc. Natl. Acad. Sci. U.SA. 91, 2785.

Vela, C., Platas, C., Gurbindo, C., Tricas, L., Subiza, E., Garcia, R. y Lahoz, C. (1982)
Fractionation and biological characterization of Olea europaea pollen extract. Int. Arch.
Allergy Appl. Immunol. 68, 289.

Villalba, M., Lopez-Otin, C., Martin-Orozco, E., Monsalve, R.I., Palomino, P., Lahoz, C.
y Rodriguez, R. (1990) Isolation of three allergenic fractions of the major dlergen from
Olea europaea pollen and N-terminal amino acid sequence. Biochem. Biophys Res.
Commun. 172, 523.

Villalba, M., Batanero, E., Lopez-Ctin, C., Sdnchez, L.M., Monsalve, R.l., Gonzdlez dela
Pefia, M.A., Lahoz, C. y Rodriguez, R. (1993) Amino acid sequence of Ole el, the major
allergen from olive tree pollen (Olea europaea). Eur. J. Biochem. 216, 863.

Villalba, M., Batanero, E., Monsalve, R.l., Gonzdlez de la Pefia, M.A., Lahoz, C. y
Rodriguez, R. (1994) Cloning and expression of Oleel, the major allergen from olivetree
pollen. Polymorphism analysis and tissue specificity. J. Biol. Chem. 269, 15217.

Vinay, P.y Lewis, W.H. (1986) Pollen morphology, allergenicity and aerobiology of the
Oleaceae. 3" International Conference on Aerobiology, Basel (Abstract 56).

Van de Rhee, M.D., Lemmers, R., Bol, JF. (1993) Analysis of regulatory elements
involvedinstress-induced and organ-specific expression of tobacco acidicandbasic  -1,3-
glucanase genes. Plan Mol. Biol. 21, 451.



152 BIBLIOGRAFIA

van Ree, R., van Leeuwen, W.A. y Aalberse, R.C. (1998) How far can we simplify invitro
diagnostics for grass pollen allergy?: A study with 17 whole pollen extracts and purified
natural and recombinant mgjor allergens. J. Allergy Clin. Immunol. 102, 184.

van Reg, R., van Leeuwen, W.A., Akkerdaas, J.H. y Aaberse, R.C. (1999) How far canwe
simplify in vitro diagnostics for Fagales tree pollen alergy? A study with three whole
pollen extracts and purified natural and recombinant allergens. Clin. Exp. Allergy 29, 848.

van Ree, R., Cabanes-Macheteau, M., Akkerdaas, J., Milazzo, J.P., Loutelier-Bourhis,C.,
Rayon, C., Villalba, M., Koppelman, S., Aalberse, R., Rodriguez, R., Faye, L., Lerouge, P.
(2000) Beta(1,2)-xylose and a pha(1,3)-fucose residues have a strong contribution in IgE
binding to plant glycoallergens. J Biol Chem. 275 (15), 11451.

Vogeli-Lange, R., Frindt, C., Hart, C.M., Nagy, F., Meins, F. (1994) Developmental,
hormonal, and pathogenesis-related regulation of the tobacco class| -1,3-glucanase B
promoter. Plant Mol. Biol. 25, 299.

von Mutis, E., Martinez, F.D., Fritzsch, C., Nicolai, T., Roell, G., Thiemann, H.H. (1994)
Prevalence of asthma and atopy in two areas of West and East Germany. Am. J. Respir.
Crit. Care Med. 149, 358.

vonMutis, E. (1999) Air pollution and asthma En: Bousquet, J., Y ssell, H., editores. Lung
biology in health and disease: immunotherapy in asthma. New Y ork: Marcel Dekker; 497.

Vrtala, S., Susani, M., Sperr, W.R., Vaent, P., Laffer, S., Dolecek, C.,Kraft, D.y Vaenta,
R. (1996) Immundogic charaderization of purified recombinant timothy grass pollen
(Phleum prtense) alergens ( Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5). J. Allergy Clin. Immunol. 97, 781.

Vrtaa, S, Bal, T., Spitzauer, S., Pandjaitan, B., Suphioglu, C., Knox, B., Sperr, W.R.,
Vaent, P., Kraft, D. y Vaenta, R. (1998) Immunization with purified natural and
recombinant allergens induces mouse 1gG1 antibodies that recognize similar epitopes as
humna IgE and inhibit the human IgE-allergen interaction and allergen-induced basophil
degranulation. J. Immunol. 160, 6137.

Wahl, R., Schmid, P. y Withrich, B. (1993) In vitro investigation of crass reactivity
between birch and ash pollen. J. Allergy Clin. Immunol. 91, 278 (Abstracts).

Ward, E.R., Payne, G.B., Moya M.B., Williams, S.C.,Dincher, S.S., Sharkey, K., Beck,
J., Taylor, H.T., Ahl-Goy, P., Meins, F., Ryals, J. (1991) Differential regulation of -1,3-
glucanase MRNAS in response to pathogen infection. Plant Physiol. 96, 390.



BIBLIOGRAFIA 153

Waysel, Y., Geler-Bernstein, C., Keynan, N. y Arad, G. (1996) Antigenicity of the pollen
proteins of various cultivars of Olea europaea. Allergy 51, 819.

Weélling, G.W., Weijer, W.J., Vaan der Zee, R., Wdling-Wester S. (1985) Prediction of
sequencia antigenic regionsin proteins. FEBS Lett. 188, 215.

Wheeler, A.W., Hickman, B.E. y Fox, B. (1990) Heterogeneity of a major allergen from
olive (Olea europaea) pollen. Mol. Immunol. 27, 631.

Wheseler, A.W. (1992) Hypersensitivity to the maor allergen of the pollen from the olive
tree (Olea europaea) pollen. Clin. Exp. Allergy 22, 1052.

White, C.E., Kempi, N.M., Komives, E.A. (1994) Expression of highly disulfide-bonded
proteinsin Pichia pastoris. Sructure 2, 1003.

Wilkins, M.R., Gasteiger, E., Bairoch, A., Sanchez, J.C., Williams, K.L., Appel, R.D.y
Hochstrasser, D.F. (1998) Protan identification and analysis tools in the EXPASy server.
En 2-D proteome analysis protocols(Link, A.J,, ed). Humanapress, New Jersey.

Worral, D., Hird, D.L., Hodge, R., Paul, W., Draper, J., Scott, R. (1992) Premature
dissolution of the microsporocyte callose wall causes male sterility in transgenic tobacco.
Plant Cell 4, 759.

Xu, P., Wang, J., Fincher, G.B. (1992) Evolution and differential expression of the 1,3- -
glucan endohydrol ase encoding gene family in barley, Hordeum vulgare Gene 120, 157.

Yagami, T., Stao, M. Nakamura, A., Komiyama, T., Kitagawa, K., Akasawa, A., kezawa,
Z. (1998) Plant defense-related enzymesas latex antigens. J. Allergy Clin. Immunol. 101
(3), 379.

Y asukawa, T., Kanei-Ishii, Ch., Maekawa, T., Fujimoto, J., Y amamoto, T., I shii, Sh. (1995)
Increaseof solubil ity of foreign proteinsin Escherichiacoli by coproduction of thebacterial
thioredoxin. J. Biol. Chem. 270, 25328.

Zhu, A.,Wang, Z.K., Beavis, R. (1998) Structural studies of a N-acetylgal actosaminidase:
Effect of gl ycosylation onthel evel of expresson, secretioneff ici ency, and enzymeacti vity.
Arch. Biochem. Biophys. 352, 1.



APC

Con A
DAB

CD

DO
DEAE-Celulosa
DEPC
dNTPs
EDTA
ELISA

Fc RI
GAM-HRP
GAR-HRP

HLA

IL

IPTG
MALDI-TOF

Man

MHC
mOleel
Mops
nOleel
nOlee9
LB

LTPs

OPD
PAGE-SDS

PCR

PM SF
PNGasa F
RNAsa
rOleel

ABREVIATURAS

Célula presentadora de antigeno

Concanavalina A

3,3 -diaminobenzidina-HCI

Dicroismo circular

Densidad éptica

Dietilaminoetil-Cdulosa

Dietilpirocarbonato

Mezcla equimolar de los cuatro desoxirribonucledtidos

Acido etilendiaminotetraacético

Ensayo de inmunoadsorcion con enzimas ligadas

Receptor de alta afinidad del fragmento Fc de IgE

Anticuerpo de cabrafrente al gG deratdn conjugado con peroxidasa
Anticuerpo de cabra frente a IgG de congo conjugado con
peroxidasa

Antigenos de histocompatibilidad de leucocitos humanos
Interleuquina

| sopropiltiogal actésido

Espectrometriade masas de desorcion ionizacion asistida por |aser
en matriz-tiempo devuelo

Manosa

Complego principal de histocompatibilidad

Forma mutante del alergeno Olee 1

Acido 3-(N-morfolin) propano sulfénico

Forma natural, aislada del polen, del alergeno Olee 1

Forma natural, aislada del polen, del alergeno Olee 9

Medio de cultivo Luria-Bertani

Proteinas transferidoras de lipidos

o-fenilendiamina

Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato sodico

Reaccion en cadena de la polimerasa

Fluoruro de ffenilmetilsulfonilo

Péptido-N-glicosidasa F

Ribonucleasa

Forma recombinante del alergeno Olee 1



rOlee9
RP-HPLC
SSC

TFA

Tm
Tween 20

Forma recombinante del alergeno Olee 9
Cromatografialiquida de alta resolucién en fasereversa
Solucién de cloruro sodico y citrato sodico

Acido trifluoracético

Temperatura de fusion

Monolaurato de polioxietilensorbitano



	ÍNDICE
	INTRODUCCIÓN
	LA RESPUESTA ALÉRGICA
	INDIVIDUOS ATÓPICOS
	ALERGENOS
	POLINOSIS
	ALERGIA AL POLEN DE OLIVO
	ALERGENOS DEL POLEN DE OLIVO
	ALERGENOS RECOMBINANTES. VENTAJAS Y APLICACIONES
	PRODUCCIÓN DE PROTEÍNAS EN Pichia pastoris
	OBJETIVOS

	MATERIALES Y MÉTODO
	MATERIALES
	MÉTODOS
	AISLAMIENTO DE RNA
	NORTHERN BLOT
	TÉCNICAS DE MANIPULACIÓN DE DNA
	CLONAJE Y SECUENCIACIÓN DE DNA
	PRODUCCIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES EN pichia pastoris
	PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES
	PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS NATURALES
	CARACTERIZACIÓN MOLECULAR
	BÚSQUEDA DE HOMOLOGÍAS Y PREDICCIONES TEÓRICAS
	CARACTERIZACIÓN ESPECTROSCÓPICA
	ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE Ole e 9 
	CARACTERIZACIÓN INMUNOLÓGICA


	RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	EXPRESIÓN DEL ALERGENO Ole e 1 EN  Pichia pastoris
	EXPRESIÓN EN Pichia pastoris DE UN MUTANTE NO GLICOSILADO DE Ole e 1
	ALERGENOS DE ALTO PESO MOLECULAR EN EL POLEN DE OLIVO
	CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE Ole e 9
	CLONAJE Y SECUENCIACIÓN DE Ole e 9
	ANÁLISIS FUNCIONAL DE Ole e 9: ACTIVIDAD ENZIMÁTICA -1,3-glucanasa
	MODELIZACIÓN DE LA ESTRUCTURA TERCIARIA DE Ole e 9
	CARACTERIZACIÓN INMUNOLÓGICA DE Ole e 9
	ESPECIFICIDAD DE TEJIDO DEL mRNA DE Ole e 9
	EXPRESIÓN DEL ALERGENO Ole e 9 EN Pichia pastoris
	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA

	ABREVIATURAS



