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INTRODUCClON

Las reacciones de hipersensibilidad constituyen un conjunto muy heterogéneo de

patologías (tabla 1). De todas ellas, la alergia atópica, también llamada de tipo ¡ o

hipersensibilidad inmediata, es, con mucho, la más común, estimándose que afecta a

cerca de un 20% de la población en los países desarrollados [Smith, 1988]. La alergia

es uno de los mecanismos efectores más potentes del sistema inmune y es el resultado

de la reacción producida por la estimulación, dependiente de 1gB, de mastocitos y
basófilos. Cuando un antígeno se une a las moléculas de 1gB previamente ancladas a

través de receptores a la superficie de dichas células, tiene lugar la liberación de

distintos mediadores que provocan toda una serie de efectos nocivos en los distintos

órganos blanco (tabla 2). Esta reacción se denomina hipersensibilidad inmediata porque
tiene lugar de forma muy rápida, a los pocos minutos de la exposición al antígeno. En

su forma más extrema puede llegar a producir la muerte del individuo por obstrucción

total de las vías respiratorias y colapso cardiovascular.

Tabla 1. ClasificaciÓn de las reacciones de hipersensibilidad.

Tipo Mecanismo inmunolégico

Tipo 1:
Hipersensibilidad inmediata

Tpo II:
Mediada

Tipo III:
Mediada

Tipo IV:
Mediada

por anticuerpos

por ¡ninunoconiplejos

por células T

AnticuerposIgE

Anticuerpos (IgO o IgM) contra antígenos propios

l¡ununoco¡nplejos de antígeno e lgG o lgM

1. Células C04 (hipersensibilidad retardada)
2. Células CD8~ (Citolisis mediada por células T)
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Tabla 2. Efectos de los principales mediadores químicos liberados por mastocitos y basófilos durante la

reacción alérgica (Metcalfe. ¡987).

Mediador Actividad

Histamina

Prostaglandina E2

Prostaglandina F~«

Prostaglandina 02

Troniboxano A2

Leucotrieno E4

Leucotrieno C4

Leucotrieno 04

Leucotrieno E4

Eroncoconstricción; aumento de la permeabilidad vascular;
vasodilatación; estimulación de la secreción nasal;
dolor de cabeza; prurito; taquicardia; estimulo de la síntesis

de prostaglandinas.

Estimulación de la migración de neutrófilos; inducción de fiebre
y eritema; aumento de la permeabilidad vascular; inhibición

de la liberación de histamina; potenciación del edema y el dolor
producidos por otros mediadores.

Broncoconstricci ón.

Eroncoconstricción.

Eroncoconstricción.

Quimiotaxis de neutrófilos.

Broncoconstricción; aumento de ¡a permeabilidad vascular:

vasoconstricción.

Broncoconstricción;

B roncoconstricción,

aumento de la permeabilidad vascular.

aumento de la permeabilidad vascular.
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La secuencia típica de acontecimientos en el desarrollo de la alergia es como sigue

(figura 1):

Producción de 1gB por células B en respuesta a la primera exposición al

antígeno.

2.- Unión de las ¡gE a receptores específicos de Fc en la superficie de mastocitos

y basófilos.
3.- Interacción de dichos receptores debida al entrecruzamiento de las ¡gE unidas

al antígeno (segunda exposición y siguientes).

4.- Activación de mastocitos y basófilos y liberación de los mediadores

almacenados en su citoplasma.

5.- Acción de dichos mediadores sobre sus tejidos diana. Esta última etapa es la
responsable de todos los síntomas clínicos asociados a la alergia.

La presente introducción se centrará fundamentalmente en los aspectos bioquímicos

de la alergia a alimentos. En primer lugar, se hará una breve exposición de los

conocimientos inmunológicos en dicho tema, y a continuación se resumirán los
principales logros en el campo de la caracterización de alergenos alimentarios.

Finalmente, se tratarán las aportaciones de las técnicas de la biología molecular al

estudio y tratamiento de la alergia.

ALERGIA A ALIMENTOS

Aunque el término ‘alergia’ suele emplearse para referirse a todo tipo de reacciones
adversas frente a la ingestión de alimentos, su uso debería restringirse a aquéllas en las

que está implicada una respuesta inmune [Anderson,1984]. En la presente introducción,

nos referiremos exclusivamente a las manifestaciones alérgicas que pueden ser

clasificadas como reacciones de hipersensibilidad de tipo 1, tal y como han sido

descritas anteriormente. Los síntomas clínicos de la alergia alimentaria incluyen:

irritación oral, desórdenes gástricos, diarrea, vómitos, rinitis, urticaria, eczema, asma

y anafilaxis [¡-¡olgatey Church, 1993]. La boca y el tracto gastrointestinal se ven
afectados en la mayor parte de los casos, pero las reacciones dermatológicas,

respiratorias o sistémicas, no son infrecuentes, pudiendo constituir los únicos síntomas
clínicos. Los individuos con una fuerte hipersensibilidad a veces presentan alergia a

dos, tres o más alimentos, con un tipo diferente de reacción para cada uno de ellos.

Los mecanismos biológicos que intervienen en el desarrollo de la alergia a

antígenos alimentarios son muy poco conocidos, y, hasta el momento, casi todos los

estudios realizados al respecto se han llevado a cabo únicamente a nivel histológico.
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LA MUCOSA INTESTINAL

La inínensa mayoría de los antígenos potenciales presentes en la dieta son excluidos

por el orgallismo mediante ulla combinación de mecanismos de carácter no inmune que

tienen lugar en el lumen del tracto gastrointestinal. En primer lugar, las funciones

digestivas gástrica y pancreática limitan en gran medida la cantidad de antígeno que

puede llegar a entrar en contacto con la mucosa intestinal, lugar donde se realiza la

absorción de sustancias. Dicha mucosa, por su parte, actúa como una auténtica barrera

frente a la entrada de antígenos. La capa de mucus que recubre a las células epiteliales

puede llegar a tener en algunos puntos hasta 600 sin de espesor y es muy efectiva

excluyendo todas las moléculas mayores de unos 17 kDa. De esta manera se impide el

contacto de la superficie de la mucosa con las enzimas proteolíticas y la mayor parte
de las proteínas alimentarias intactas, pero se permite el paso de pequeños polipéptidos

y de los productos de la digestión. Además, a medida que la superficie luminal de la
capa de mucus es degradada, va siendo sustituida mediante síntesis, lo que da lugar a

un flujo continuo y unidireccional que tiende a contrarrestar la penetración por parte de
los antígenos alimentarios. Por otra parte, el tiempo disponible para la absorción de los

antígenos se ve reducido en gran medida por los movimientos peristálticos.

La composición de la membrana plasmática de las células de la superficie de la

mucosa intestinal es de gran importancia a la hora de impedir o permitir la absorción

de macromoléculas. Dicha composición cambiaconsiderablemente durante el desarrollo

del individuo, siendo mucho mayor la permeabilidad a macromoléculas durante la

infancia [Shuby col., 1983]. Además, en los recién nacidos las células epiteliales tienen
la capacidad de llevar a cabo la ingestión directa de macromoléculas mediante

endocitosis. Esta propiedad es necesaria para la absorción de las inmunoglobulinas

maternas contenidas en la leche, y desaparece a partir de los tres meses de edad

¡Hyman y col., 1985].
A pesar de todo lo dicho anteriormente, la mucosa intestinal también dispone de

un mecanismo que permite la absorción de aquellos antígenos capaces de alcanzar la

superficie del epitelio. Existen células epiteliales muy especializadas, denominadas

células M, que se encuentran formando pequeños grupos, especialmente en la porción

distal del intestino delgado. Estas células poseen pocos microvilil, apenas están cubiertas

por una capa de mucus y carecen de lisosomas [Oweny Jones, ¡974]. Las células M

(figura 2) se sitúan sobre pequeños agregados de tejido linfoide asociado a la mucosa

intestinal (placas de Peyer>, y su función es, precisamente, permitir a los posibles

antígenos atravesar la barrera epitelial e iniciar una respuesta inmune adecuada [Owen,

1977; Wolf y col., 1981].
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Figura 2. Los linfocitos (L) de las placas de Peyer (PP)sonestimulados por los antígenos que atraviesan
la inuct)sa intestinal a través de las células M (M).

El sistema inmune de la mucosa intestinal

Dentro del epitelio intestinal existe una gran cantidad y variedad de células no

epiteliales implicadas en la respuesta inmune. Estas células comprenden macrófagos,

mastocitos, linfocitos, eosinófilos, neutrófilos y células plasmáticas, aunque estas
últimas se encuentran principalmente en la lámina propia.

Células accesorias.
En la pared intestinal se distinguen dos tipos principales de células presentadoras

de antígeno:
- Células presentadoras de antígeno. Se trata de células de gran tamaño y forma

irregular, que expresan grandes cantidades de moléculas MHC de clase II en su
superficie y están especializadas en la presentación de antígenos a las células T.

Estas células son escasamente fagocíticas y carecen de actividad lisosómica. Son

potentes estimuladoras de los linfocitos CD4~.

- Histiocitos. Son verdaderos macrófagos, derivados de médula ósea. Al contrario

que las anteriores, estas células llevan a cabo una actividad fagocítica intensa y

contienen gran cantidad de enzimas lisosomales.

Ambos tipos celulares se encuentran ampliamente distribuidos por el tejido linfoide

asociado a la mucosa intestinal, mezclados con las células T.

PP
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Células T.
En el ser humano, la mayoría de las células T circulantes expresan un receptor

específico de antígeno compuesto de dos cadenas polipeptídicas, a y fi, unidas por

puentes disulfuro. Este receptor, en combinación con las moléculas CD4 y CD8, es el

responsable del reconocimiento específico de los antígenos asociados con las moléculas

MHC de clase II o de clase 1, respectivamente.
Además de los linfocitos T circulantes que llevan el heterodimero a/fi, existe otra

pequeña población que expresa un receptor y/5. La proporción de estas células en la
circulación y en los órganos linfoides periféricos es pequeña, pero en diversos tejidos

epiteliales, incluyendo el intestinal, constituyen la población mayoritaria [Porcelli y

col., 1991]. La función de los linfocitos y/6 aún no se conoce. Poseen un repertorio

inmunológico limitado, debido al pequeño número de genes V disponibles que
presentan. Se ha descrito la existencia de actividad citotóxica en estos linfocitos

¡Goodman y Lefrancois, 1988], y una hipótesis para explicar su presencia en los
epitelios es que intervienen en algún tipo de respuesta inmune primitiva. Esto podría

explicar la escasa variabilidad del receptor -y!b. Sin embargo, hasta el momento, en el

ser humano no ha sido suficientemente demostrada la participación de los linfocitos T

y/6 en la inmunidad intestinal. Esto se debe a que en humanos, al contrario de lo que
ocurre en otras especies de mamíferos estudiadas, existen numerosos linfocitos T a/fi

preseínes en la mucosa. Por este motivo, el posible papel de los linfocitos T y/6 en la

alergia a alimentos y otras patologías intestinales aún no ha sido determinado.
La mayoría de las células T presentes en el intestino humano son CD84 [Holgate

y Church, 1993]. Por extrapolación de los conocimientos disponibles sobre el sistema
inmune periférico, estas células deben ser de carácter citotóxico o supresor.

Exceptuando las células con actividad inespecífica (NK), los linfocitos T intraepiteliales

no presentan actividad citotóxica conocida. Si se dispone de datos que demuestran la

existencia de actividad supresora [Holgate y Church, 1993].

En la lámina propia, la población de linfocitos es más compleja que la del epitelio.

En lo referente a las células T, la principal diferencia es que las de la lámina propia son
preferentemente del tipo CD4~. Aproximadamente la mitad de dichas células llevan el

marcador intraepitelial HML-1, y probablemente se trata de células en tránsito hacia el
epitelio. En estos linfocitos, al igual de lo que ocurre en el epitelio, no se ha descrito

actividad citotóxica específica. Un dato de especial interés en las células T de la lámina
propia es la expresión de CD44, un receptor selectivo para las vénulas de endotelio alto

~Stoolman,1989].
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Mastocitos.

Los mastocitos se hallan presentes en la mucosa intestinal de individuos sanos e

hipersensibles a alimentos, aunque en estos últimos su número es mayor. La población

de mastocitos de la mucosa gastrointestinal se diferencia de los mastocitos presentes en

tejido conectivo por su bajo contenido en histamina, así como por su dependencia de

células T [Stevensy Austen, 1989].
La liberación de histamina y otros mediadores inflamatorios tiene un profundo

efecto en la función intestinal. Se incrementa la producción de mucus, aumenta la
permeabilidad epitelial y la actividad peristáltica y tiene lugar una disminución de la

capacidad de absorción, que origina diarrea [Holgate y Church, 1993]. Como se ha

señalado anteriormente, la activación de los mastocitos se produce como consecuencia

del entrecruzamiento de las IgE unidas a su superficie, pero también puede ocurrir
como resultado de la estimulación directa por parte de determinadas proteínas

alimentarias o neuropéptidos [Stevensy Austen, ¡989].

RESPUESTA INMUNE A ANTIGENOS ALIMENTARIOS

En los individuos sanos (no hipersensibles) la absorción intestinal de un antígeno

conduce siempre, en primer lugar, a una respuesta inmune de carácter local. Dicha

respuesta consiste en la estimulación de las células plasmáticas presentes en la lámina

propia, las cuales producen IgA específicas, que son secretadas al lumen del intestino

[Mestecky y McGhee, ¡987]. Estos anticuerpos, en las subsiguientes exposiciones,

previenen la absorción del antígeno mediante su unión al mismo [Walkery Isselbacher,

1977].
En segundo lugar, a nivel sistémico, la respuesta inmune normal frente a un

antígeno alimentario puede adoptar dos formas distintas. Primeramente, puede inducirse

tolerancia. Se piensa que las células T supresoras presentes en el epitelio intestinal

pueden ser activadas por la exposición a ciertos antígenos. Estas células no sólo

actuarían a nivel local, sino que, bajo determinadas circunstancias, su migración

contribuiría a reducir la respuesta inmune sistémica frente a un antígeno alimentario

dado [Challacombey Tomasi, 1980]. Parece plausible que la naturaleza química del
antígeno sea la responsable de determinar tanto la aparición o no de tolerancia, como

su carácter local o sistémico. Aunque los datos experimentales son escasos, se cree que
tanto las células accesorias como los linfocitos T presentes en el epitelio y la lámina

propia, contribuyen a mantener el estado de tolerancia frente a algunos antígenos

presentes en la dieta.
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La otra posibilidad es la aparición de una respuesta inmune humoral sistémica

mediada por IgG e IgA [Kletter y col., 1971]. Aunque la combinación de mecanismos
inmunes y no inmunes presentes en la mucosa intestinal impide de un modo muy

efectivo la interacción de la mayoría de los antígenos del alimento con el sistema

inmune periférico, la absorción de proteínas alimentarias dentro de la circulación

sistémica es muy frecuente, y debe ser considerada como un suceso completamente

normal. De hecho, todos los individuos, sanos o alérgicos, desarrollan y mantienen

altos niveles de anticuerpos neutralizantes frente a antígenos alimentarios específicos.
Dichos anticuerpos son del tipo lgG e IgA, dando lugar a la formación de

inmunocomplejos que son eliminados por las vías normales (fagocitosis, etc.) sin que

tenga lugar ningún proceso nocivo.

Dado el escaso conocimiento de los estímulos que determinan la selección del
isotipo en los linfocitos 8, se ignoran prácticamente por completo los mecanismos que,

en los individuos hipersensibles, conducen a la producción y el mantenimiento de

elevados niveles de ¡gE frente a determinados antígenos alimentarios.

Los alimentos más comúnmente implicados en reacciones alérgicas se resumen en

la tabla 3.

Tabla 3. Principalesalimentosimplicados en reacciones alérgicas.

Leche

Huevos

Pescadosy mariscos

Frutos secos (nueces, cacahuetes y otros)
Derivados de cereales

Levaduras
Carne de cerdo y derivados
Alcohol, chocolate, té y café

Frutas<manzana, cítricos y otras)

Semillas (soja, sésamo, anís y otras)
Especias (ajo, canela, mostaza y otras)

Aditivos (colorantes y conservantes)
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ALERGENOS ALIMENTARIOS

Todos los alimentos, tanto de origen animal como vegetal, contienen un gran

número de sustancias potencialmente alergénicas. Para evitar confusiones, en la presente

introducción reservaremos el término ‘alergeno’ para aquellas proteínas purificadas de

un extracto alergénico de alimento que son reconocidas por ¡gE de pacientes alérgicos

y que están bien caracterizadas (tabla 4). Emplearemos, por el contrario, las
denoír¡inaciones de ‘fracción’ o ‘proteína alergénica’ para referirnos a las fracciones

proteicas reactivas con ¡gE cuya identidad molecular o alergenicidad no hayan sido aún

bien establecidas.

Los alimentos suelen tener uno o varios alergenos principales, esto es, que son

reconocidos por más del 50% de los pacientes sensibles [King y col., ¡994]. La

mayoría de los alergenos alimentarios conocidos, aunque no todos, han recibido un

nombre sistemático siguiendo las normas de nomenclatura de la LUIS (International
Union ofImmunologySocieties)[Marsh y col., 1986; King y col., 1994].

Los alergenos presentes en la dieta parecen poseer un cierto número de caracte-
rísticas comunes. Así, suelen ser proteínas de pequeño tamaño, resistentes al calor, a

la digestión proteolítica y a pH ácido. Dichos alergenos pueden suponer desde una

mínima cantidad en el alimento, como ocurre en las frutas, o hasta más del 80% de la

proteína total, como es el caso de la leche o la clara de huevo.

Debido a los diferentes hábitos alimentarios existentes en las distintas partes del

mundo, la incidencia de determinados alimentos en las reacciones alérgicas de la

población varía considerablemente a nivel geográfico. Tal es el caso, por ejemplo, de

la elevada incidencia de la alergia a cacahuete en los EE.UU o a la soja en Japón
[Sampsony Metcalfe, 1991; Shibaski y col., 1980].

PRINCIPALES ALERGENOS ALIMENTARIOS

Alergenos de origen animal

Huevo. Los alergenos principales del huevo de gallina fueron identificados hace

más de diez años (tabla 4). Se conoce la secuencia de aminoácidos de todos ellos
[Canfield, 1963; Catterall y col., 1980; Nisbet y col., 1981; Williams y col., ¡982] y

se ha descrito la estructura antigénica de la lisozima [Atassi y Lee, 1978], así como los

epitopos de la ovalbúmina para IgG e ¡gE [Elsayedy col., ¡988].

En ocasiones, la alergia alimentaria al huevo va precedida de síntomas respiratorios
por contacto con aves, apareciendo posteriormente síntomas clínicos con la ingesta de

huevo [Mandallaz y col., ¡988].
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Tabla 4. Principales alergenos alimentarios caracterizados.

Alimento Alergerio Tamaño (kDa) Referencia

Huevo Ovalbúniina Gal d 1
Ovomucoide Gal d 2

Ovotrausferrina Gal d 3
Lisozima

45.0

28.0
77.0

14.0

Nisbet y col., 1981
Catterall y col., 1980
Williams y col., 1982

Atassi & Lee, 1978

Leche de vaca Caseína
/3-Lactoglobulina

a-Lactalbúmina

19-24
18.3

14.4

Laughlan y col., 1981
Huang y col., 1985

Laugblany col., 1985

Parvalbúmina Gad c 1

Troporniosina Pen a 1

Pm p 1

Ama Ii 1

Ama h 2

Inhibidor de tripsina

Albúmina 2S Ric e 1

Albúmina 25 Sin a 1

12.2

34.0

8-10

63.5
17.0

20.5

11.0

14.1

Elsayed y Bemuich, 1975

Subba Rao y col., 1993

Lleonart y col., 1992

Yunginger y col., 1987
Hurks y col., 1992

Moroz & Yang, 1980

Shariefy Li, 1982

Menéndez-Arias y col., 1988

Leche. La leche de vaca contiene unas 20 proteínas diferentes, de las cuales la más

abundante es la caseína, que representa el 80% del contenido proteico total. El resto

está constituido por las proteínas solubles del suero. La actividad alergénica está ligada

fundamentalmente a fi-lactoglobulina, a-lactalbúmina y caseína (tabla 4).

Es frecuente que en los pacientes alérgicos a la leche de vaca se utilicen

hidrolizados de caseína o de seroproteinas como tratamiento sustitutivo. Sin embargo,
los hidrolizados de caseína y aún más los de proteínas séricas de la leche, pueden

producir reacciones alérgicas en los casos en los que exista un alto grado de

sensibilización [Bock, 1989].
Pescado. Las alergias a pescado más frecuentes se dan frente a especies de

gádidos, merlúcidos, escómbridos y peces planos. Las proteínas alergénicas de mayor

Bacalao

Langostino

Melocotón

Cacahuete

Soja

Ricino

Mostaza
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importancia clínica existentes en los peces pertenecen a la familia de las parvalbúminas,
las cuales son proteínas del sarcoplasma muscular, de pequeño tamaño y punto

isoeléctrico ácido, alrededor de 4.6. Una de ellas ha sido caracterizada como el

alergeno principal del bacalao, Gad c ¡ [Elsayedy Bennich, ¡975]. Se trata de una

proteína de 12.3 kDa, resistente a proteolisis y termoestable. En ella se ha localizado
un epítopo alergénico de carácter secuencial [Elsayedy Apold, ¡9831.

Crustáceos. Los crustáceos más frecuentemente implicados en alergias son los
decápodos, concretamente la familia de los peneidos (gambas y langostinos). Hace unos

lO años se describieron dos proteínas alergénicas en la gamba (Penaeus aztecas) cocida,

denominadas antígeno 1 y antígeno II [Hoffman y col., 1981]. Otras dos proteínas

similares a las anteriores, denominadas Sa 1 (8.2 kDa) y Sa ¡¡ (34 kDa) se han
encontrado en el langostino del Indico (Penaeusindicas), tanto crudo como cocido

INapgal y col., ¡989]. Posteriormente, se describió la tropomiosina del músculo de
gamba como el alergeno principal de este alimento, otorgándosele el nombre sistemático

de Pen a 1. Esta proteína, de 34 kDa, posee reactividad cruzada con extractos de otras

especies de crustáceos, como langosta, cangrejo de mar y langostino [Subbay col.,

1993; Beach-Daul y col., ¡993]. Recientemente se ha descrito la expresión en E. coil
de la tropomiosina de otra especie de langostino, Merapenaeasensis, la cual, tras ser

identificada como alergeno principal de dicho alimento, ha recibido el nombre

sistemático de Met e 1 [Leung y col., 1994].

Alergenos de origen vegetal

Cacahuete. En general, todos los estudios coinciden en la existencia de varias

proteínas alergénicas en el cacahuete, algunas de ellas comunes con otras leguminosas

¡Barnett y col., ¡987]. Se han caracterizado dos alergenos de cacahuete, denominados

Ara h 1 y Ara h 2. El primero de ellos es una glicoproteina ácida (p¡=4.SS) de 63.5

kDa [Burks y col., 1991]. Ama h 2 tiene un peso molecular de 17 kDa [Burks y col.,

19921.

Soja. De la harina de soja se obtienen, mediante precipitación ácida, dos fracciones
proteicas: las globulinas, que comprenden el 85% de la proteína total, y el suero, cuyo

componente más abundante es el inhibidor de tripsina. Este último ha sido descrito

como proteína alergénica [Moroz y Yang, 1980). Recientemente, se ha caracterizado

una globulina 7S como alergeno principal de la semilla de soja [Ogaway col., 1993].

Este alergeno (Gly m 1), de 34 kDa, es una proteína asociada a cuerpos grasos, y

muestra un 30% de similitud de secuencia con Der p 1 (alergeno principal del ácaro

Dermatophagoides pteronissynus).
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Cereales. En las harinas obtenidas de las semillas de gramíneas comestibles se

distinguen cuatro fracciones proteicas, dos hidrosolubles (albúminas y globulinas> y dos

insolubles en medio acuoso (gliadinas y glutelinas). Aunque se ha descrito la actividad

alergénica de la albúmina 2S de semillas de arroz [Matsuda y col., 1988], los
trofoalergenos de cereales parecen estar más ligados a globulinas y glutelinas.

Una proteína del endospermo de cebada, de 14.5 kDa de peso molecular, se ha
caracterizado como uno de los alergenos principales implicados en el llamado asma de

panadero (alergia a la inhalación de harinas de cereales>. Se trata de una glicoproteina

perteneciente a la familia de inhibidores de a-amilasa [Barber y col., ¡989].

Frutas. Se ha descrito la existencia de una proteína de 30 kDa, común a diversas

frutas (plátano, guayaba, melocotón, mandarina y fresa), que es reconocida por IgE de

individuos hipersensibles a este tipo de alimentos [Wadeey col., 1990]. Recientemente,
se ha aislado un alergeno principal de la piel de melocotón (Pru p 1). Esta proteína

presenta un tamaño de 8-10 kDa y es reconocida por el 75% de los sueros de los

pacientes analizados [Lleonart y col., 1992].
Mostaza. Un estudio clínico del suero de individuos susceptibles de hipersensibi-

lidad a alergenos de alimentos revela que más de un 17% de ellos poseen IgE específi-
cas contra los alergenos de mostaza [Niinimáki y Hannuksela, 1981]. La mostaza de

mesa se elabora normalmente a partir de una mezcla de las harinas obtenidas de las

semillas de dos especies de crucíferas: la mostaza amarilla (Sinapis alba) y la oriental

(Brassicajancea),variando las proporciones de ambos tipos según el fabricante.

La mayor alergenicidad de las semillas de 5. alba se observa en la fracción corres-

pondiente a las albúminas 2S, a la que, comprobada su pureza, se le asignó la deno-

minación Sin a 1 [Menéndez-Ariasy col., 1988]. Asimismo, también ha sido aislado

y caracterizado el alergeno principal de la mostaza oriental Bra ~ ¡ [Gonzálezde la Peña

y col., 1990; Monsalve y col., 1993]. Ambos alergenos son proteínas homólogas, pose-
yendo alrededor de un 90% de similitud en su estructura primaria.

Otros alergenos vegetales. En el guisante, la alergenicidad del extracto se
concentra en la fracción de las albúminas de bajo peso molecular [Malley y col., 1975],

si bien también se ha descrito un componente alergénico de 1.8 kDa, con un 30% de
azúcares [Malley y col., 1976].

Entre los vegetales usados como condimento (aparte de la mostaza) los que
presentan una actividad alergénica más importante son el cilantro, el anís, el apio y el

sésamo. En todos los casos, la fracción alergénica principal está constituida por

proteínas de bajo peso molecular [Van Toorenenbergen y col., 1988].

Finalmente, en extractos de patata [Wahl y col., ¡990] y zanahoria [Castillo y col.,

199¡] se han encontrado diversas proteínas que son reconocidas por ¡gE en pacientes

aislados, pero aún no se ha llevado a cabo su caracterización.
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EPITOPOS ALERGENICOS Y REACCIONES CRUZADAS

La acción del calor sobre los alimentos, mediante cocción u otra forma de
calentamiento por encima de 600C, puede cambiar el perfil de unión de IgE a los

extractos alergénicos. La utilización de extractos de pescados cocidos para diagnóstico

in ‘.‘ftro, disminuye la unión de IgE específica a un tercio de la obtenida cuando el
extracto es de pescado crudo. El calor aplicado durante el envasado de latas de atún,

que puede llegar a 1200C, hace que estas conservas sean bien toleradas por pacientes

que tendrían reacción alérgica con el mismo pescado hervido en la forma habitual

[Pascualy col., 1992]. Por otra parte, parece que el calor no modifica la alergenicidad

de la soja y el cacahuete, pero silo hace la digestión enzimática. La unión de IgE

disminuye unas 100 veces en el cacahuete y 10 en la soja por acción de pepsina y

tripsina [Burks y col., 1992]. La hidrólisis enzimática intensiva constituye un

mecanismo de destrucción de la alergenicidad de alimentos muy utilizado.

Sin embargo, los resultados de los estudios de inmunotransferencia con sueros de

pacientes alérgicos sugieren, en su conjunto, que los epítopos alergénicos de alimentos

tienen un carácter preferentemente secuencial. Antes de la electroforesis, las muestras

son hervidas de modo rutinario en un tampón que contiene SDS y, en muchos casos,

agentes reductores. Cabría esperar que tales tratamientos destruyeran los epitopos

conformacionales. Sin embargo, la capacidad de unión de IgE suele mantenerse en su

mayor parte. Esto es frecuente también en otros tipos de alergenos. Por ejemplo, en

muchos pólenes, así como en proteínas del endospermo de cereales [Ford y Baldo,

1986; lpsen y Lówenstein, 1983; Ipsen y col., 1985; Donovan y Baldo, 1990] los

estudios muestran que la integridad de los puentes disulfuro no parece ser importante

para la capacidad de unión de ¡gE en los extractos. No ocurre lo mismo en el caso de

los alergenos de ácaros, donde se vio que la utilización de agentes reductores durante

el proceso de extracción hace disminuir considerablemente en algunas proteínas su

capacidad de unir ¡gE [Baldo y col., ¡989; Tovey y col., 1987].

En el caso de algunos alergenos, hay un pequeño número de epítopos dominantes

que son reconocidos tanto por las IgE humanas como por anticuerpos desarrollados en
animales [Olseny Klapper, 1986]. Por el contrario, en otros casos, las ¡gE reconocen

determinantes distintos a los reconocidos por anticuerpos monoclonales específicos
[Chapman y col., 1984]. Recientemente, se ha visto que, en sueros de pacientes

alérgicos a la ovalbúmina de clara de huevo, los anticuerpos IgE muestran distinta
especificidad que los lgG o ¡gA en la unión a diferentes preparaciones de ovalbúmina

desnaturalizada o digerida [Honma y col., 1994].

Aunque se han llevado a cabo diversos estudios de caracterización de epitopos
alergénicos utilizando proteínas modificadas o desnaturalizadas, productos resultantes
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de tratamientos proteolíticos y péptidos sintéticos [King y col., 1974; Atassi y Atassi,

1986; Baur y col., 1986; Shen y col., 1988; Mazur y col., 1988; Lombardero y col.,

19901. el mayor potencial para el conocimiento de dichos epitopos se encuentra en la
aplicación de las técnicas de biología molecular, que será tratada posteriormente en esta

introducción.

La alergia a alimentos vegetales es frecuente entre pacientes con polinosis, debido
a la existencia de determinantes alergénicos comunes. Tal es el caso de la reactividad

cruzada entre el polen del abedul y varias frutas de la familia Rosaceae, por ejemplo,

la manzana [Lahti y col.,1980; Dreborg y Foucard, ¡983; Lówenstein y Eriksson,

1983; Halmepuro y col., 1984; Halmepuro y LOwenstein, 1985]. Asimismo, la alergia

a polen de artemisa se ve frecuentemente acompañada de síntomas similares producidos
por la ingestión de zanahoria o apio [Wúthrich y col., ¡990], y algo similar ocurre con

el polen de ambrosía y algunas frutas como el melón y el plátano [Andersony col.,
1970; Enberg y col., ¡987]. Entre los alimentos de origen animal también se produce

este tipo de reacciones cruzadas, por ejemplo, la alergia alimentaria a caracoles es

común entre pacientes alérgicos a ácaros [Ardito y col., 1990].

En el caso del polen del abedul, el alergeno más importante implicado en la

reacción cruzada con frutas es Bet y 1 [Calkhoveny col., 1987; Ebner y col., 1991].

Por otra parte, las profilinas parecen ser responsables de la reactividad cruzada entre

una amplia variedad de alimentos vegetales [Calkhoveny col., 1987; Vallier y col.,
1988; Van Toorenenbergen y col., ¡988]. Como en el caso de Bet y 1, los síntomas

clínicos relacionados con las profilinas parecen estar restringidos al consumo de

vegetales crudos [Van Ree y Aalberse, 1993].

Además de Bet y 1 y las profilinas, los azúcares de algunas glicoproteinas también
estáíi implicados en la reactividad cruzada entre pólenes y frutas. Aún no se ha

establecido, sin embargo, el valor que dicha reactividad cruzada puede tener a nivel

clínico [Van Ree y Aalberse, 1993].

DIA GNOSIS Y TRA TAMIENTO

No existe una referencia internacional disponible para alergenos alimentarios.
Algunos alimentos como la leche de vaca o el huevo son de composición conocida, pero

la mayoría de los extractos comerciales para diagnóstico de alergia a alimentos son de

características desconocidas [Dreborg, 19911.
La práctica del Prick-test con el alimento fresco, llamada ‘prick ¿‘y prick” ha dado

buenos resultados para frutas, hortalizas y frutos secos. Consiste en realizar una
punción en el alimento e, inmediatamente después, en la piel del paciente, de la forma

habitual [Dreborg y Foucard, 1983].



INTRODUCCION 16

La utilización de extractos alimentarios para diagnóstico iii vitro ofrece los mismos
problemas de falta de patrón de referencia que presentan las pruebas cutáneas. La

correlación de estos dos métodos diagnósticos suele ser buena, pero existe gran
variabilidad según cual sea el alimento considerado [Chua y col., 1976; Campbell y

col., 1987; Sampson y Albergo, ¡984].
Tradicionalmente se ha considerado que el único tratamiento para la alergia a

alimentos son las dietas de eliminación. En los EE.UU., donde se estima que pueden
producirse más muertes por anafilaxia a alimentos que por picaduras de insectos

~Yunginger, 1992], se estableció un programa interestatal de desensibilización al

cacahuete por vía parenteral. Desgraciadamente, dicho estudio tuvo que ser

interrumpido debido a la muerte, por un error técnico, de uno de los pacientes del

grupo de control. En ese momento, los tres únicos pacientes que habían finalizado el

estudio toleraban perfectamente la dosis de mantenimiento (Oppenheimer y col., 19921.
Hasta ahora, no existe ningún otro estudio clínico que aclare la eficacia de la

ininunoterapia en el caso de las alergias alimentarias.

EL ALERGENO PRINCIPAL DE LA MOSTAZA, Sin a 7

Sin a ¡ es una proteína de 14¡00 Da, aislada de semillas de Sinapis alba (mostaza

amarilla>, cuyo análisis de aminoácidos revela un contenido en glutamina y prolina de

alrededor del 35% del total, mientras que los aminoácidos básicos suponen alrededor

de un 15%, y lacisteina un 7% aproximadamente [Menéndez-Ariasy col., 1987]. Estos

datos relacionan estrechamente a este alergeno con las albúminas 2S de otras especies

vegetales. Al igual que las otras albúminas de bajo peso molecular aisladas de semillas

de crucíferas, también Sin a 1 está constituida por dos cadenas polipeptídicas de distinto
tamaño, (9700 Da la cadena pesada y 4300 Da la ligera), que se encuentran unidas

mediante dos puentes disulfuro, existieíido, además, otros dos puentes intracatenarios

en la cadena pesada. Los espectros de dicroísmo circular de Sin a 1 en el ultravioleta

lejano muestran un contenido en a-hélice en su estructura secundaria en torno al 50%,

mientras que el contenido en estructura 8 es muy pequeño o incluso inapreciable,

apareciendo también varios giros /3 [Menéndez-Ariasy col., 1987].
La estructura primaria del alergeno presenta un gran número de residuos de

glutamina entre las posiciones 39-SI de la cadena pesada (figura 3), región en la que

se observa la repetición de un tetrapéptido constituido por Val-X-Gln-Gln, donde X
puede ser lisina o arginina, y que aparece en las posiciones 37-40 y 41-44, además de

un tripéptido (Gln-Gln-Gly> que se localiza en las posiciones 47-49 y 50-52. Esta región

de la cadena pesada podría desempeñar una función importante en el aporte de nitróge-

no durante el proceso de germinación.
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Cuando se comparan entre sí las secuencias de aminoácidos de las dos cadenas

polipeptídicas del alergeno, se aprecia una similitud estructural a nivel de los extremos

amino y carboxilo de los dos polipéptidos que constituyen el alergeno, observándose la

localización de prolina y glicocolaen posiciones homólogas, pudiendo relacionarse estos

datos con el reconocimiento de secuencias o estructuras concretas por parte de las
proteasas implicadas en el proceso de maduración de Sin a 1 [Monsalvey col., ¡990].

Cuando la estructura primaria de ambas cadenas polipeptídicas se compara con las

secuencias de diferentes proteínas almacenadas en distintos bancos de estructuras

primarias de proteínas, y de secuencias derivadas de ácidos nucleicos, la máxima ho-

mología se detecta entre Sin a 1 y las albúminas 2S de otras crucíferas, ricino y nuez

del Brasil [Menéndez-Ariasy col., 1988]. Las cadenas pesadas de las albúminas 2S

también exhiben cierta homología con otras proteínas de semillas de monocotiledóneas,

como gliadinas, inhibidores de tripsina y a-amilasa, y fosfolípido transferasas (figura

3). A excepción de los alergenos de mostaza, hasta el momento no se ha descrito

ninguna otra albúmina 2S de crucíferas como trofoalergeno. Sin embargo, las napinas

podrían estar implicadas en la alergia respiratoria a colza.

Los determinantes antigénicos de Sin a 1 han sido estudiados usando anticuerpos

monoclonales (mAb) de ratón [Menéndez-Ariasy col., 1990]. Los ensayos de compe-

tición y complementación de 10 mAb (figura 4) revelan la existencia de dos regiones
antigénicas principales en la molécula del alergeno. Los anticuerpos empleados no

reconocen las cadenas carboxiamidometiladas, a excepción del mAb denominado 2B3,

el cual es capaz de unirse a la cadena pesada alquilada. Sin embargo, este anticuerpo

no reconoce a la proteína nativa modificada con tetranitrometano, que sí mantiene la

conformación nativa. Estos hechos sugieren que la única tirosina de Sin a 1, situada en
la cadena pesada, puede ser parte de un epítopo secuencial del alergeno. La nitración

de la proteína también afecta a la unión de otros dos mAb: 4A1¡ y 3F3, los cuales

pertenecen al mismo grupo de complementación que 2B3. Por otra parte, el anticuerpo
4A1 1 causa la mayor inhibición de los 10 mAb en la unión de ¡gE humana, lo que

apunta la posibilidad de que la tirosina, y/o el determinante antigénico secuencial en el

que está implicada, desempeñen un importante papel en la alergenicidad de Sin a 1.
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Figura 4. Patrones de competición (arriba) y complementación (abajo) de los mAb anti-Sin a 1, estu-
diados pom enziinoinmunoensayoindirecto. En el caso de los ensayos de competición, se representan los
valores de la relación molar (R) del anticuerpo competidor necesaria para producir una inhibición del

50% de la unión del anticuerpo marcado, de la siguiente manera: los cuadros negros significan que R <
5, correspondiente al anticuerpo compitiendo consigo mismo; la trama fonnando una mcd, 5 < R < 30;
la diagonal, 30 c R < 100; y los blancos indican que no hay competición a R ~ 100. En los ensayos

de complementación, la cantidad de anticuerpo marcado unido a Sin a 1 se midió como densidad óptica
(DO) a 492 nm en ELISA, estableciéndose las siguientes categorías representadas por cuadrados: blancos,

DO < 0.075; rayados, 0.075 ~ DO < 0.5; cruzados, 0.5 =DO < 1.0; y negros, DO ~ 1.0. Figura
toniada de Menéndez-Arias y col., 1990.

1
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BIOLOGíA MOLECULAR APLICADA AL ESTUDIO DE ALERGENOS

En 1988, Thomas y colaboradores donaron, por primera vez, una proteína
alergénica, concretamente el alergeno Der p 1 del ácaro Dermatophagoides

pteronissynas. Desde entonces, se han donado y, en menor medida, expresado como

proteínas recombinantes, diversos alergenos (tabla 5). El elevado número de alergenos

donados en los últimos cinco años demuestra el gran impacto de la biología molecular

en este campo de investigación. Cabe puntualizar, sin embargo, que convendría reservar

el término ‘alergeno recombinante’ para aquellos que han sido expresados completos,

libres de toda secuencia “carrier” y que conservan su capacidad de unir [gE de
pacientes alérgicos [Scheiner, 1992].

Aunque la secuencia de aminoácidos de los alergenos pueda ser obtenida mediante

la degradación de Edman de la proteína pura, la aplicación de esta técnica pocas veces

resulta posible en la práctica. Esto se debe a que los alergenos, obtenidos a partir de

extractos de productos naturales, suelen resultar difíciles de purificar, bien porque

constituyen un componente menor del extracto, bien porque poseen un elevado grado

de heterogeneidad, lo que imposibilita la obtención de cantidades suficientes de una

especie molecular pura. Además, la purificación de proteínas y, más aún, su posterior

secuenciación, son siempre procesos muy costosos en tiempo y dinero. Por estos
motivos, las técnicas de biología molecular constituyen la alternativa más conveniente

para la elucidación de la estructura primaria de alergenos.

Como resultado de la aplicación, cada vez más frecuente, de la tecnología del DNA

recombinante al estudio de las proteínas alergénicas, ha sido posible conocer la

estructura primaria de un número creciente de estas moléculas. Dicho conocimiento ha

permitido establecer la existencia de familias de alergenos homólogos, ya sospechada
a partir de los datos de reactividad inmunológica cruzada. Además, la comparación de

las secuencias de los alergenos con las de proteínas conocidas ha posibilitado sugerir

una función biológica para muchos de esos alergenos. Así, se ha hallado homología

entre las secuencias de los alergenos de ácaros Der p 1 y Der f 1 y tiol-proteasas como

la papaína o la catepsina 8 [Stewart y col., 1989]. También se ha demostrado que

varios alergenos de pólenes de árboles (Bet y 1, Aln g 1, Cor a 1 y Car b 1) [Walter

y col., 1990] muestran un alto grado de similitud en su secuencia de aminoácidos con
un grupo de proteínas que son inducidas en tejidos de plantas en respuesta a condiciones

de estrés. De forma similar, se ha descubierto que Bet y 2 pertenece a la familia de las

profilinas [Valenta y col., ¡991], las cuales se encuentran presentes en todos los

organismos eucariotas, participando en el control de la polimerización de la actina.
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Tabla 5. Principales alergenos donados.

Orige¡i biológico Alergeno Referencia

Acaros

Pólenes

Animales domésticos

Venenos de insectos

Almíe oros

Der p ¡

Der p 2

Der f 1

Der f2

Aln g ¡ (aliso)

Ant a 1 (ambrosía)

Ant t 5 (ambrosía)

Ber y 1 (abedul)

Bet y 2 (abedul)

Bet y 3 (abedul)

Cor a 1 (avellano)

Lol p 1

Ole e 1 (olivo)

Poa p 9

Fel d 1 (gato)

Api n ¡ (abeja)

Dol ni 2 (avispa)

Dcl ni 5 (avispa)

Myr p 1 (honniga)

Met e 1 (langostino)

Thomasy col., 1988

CIma y col., 1990

Dilwortlí y col., 1991

Trudinger y col., 1991

Breiteneder y col., 1992

Rafuary col.. 1991

Gosh y col., 1991

Breiteneder y col., 1989

Valenta y col., 1991

Seiberler y col., 1994

Breiteneder y col., 1993

Perezy col., 1990

Villalba y col., 1994

Silvanovicl¡y col., ¡99>

Morgenstern y col., 1991

Kuchler y col., 1989

Lu y col., 1994

Fang y col., 1988

Donovan y col., 1993

Leung y col., 1994
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Recientemente, también se ha caracterizado a Bet y 3 como una proteína capaz de unir

Ca2~ !Seiberler y col., 1994]. Finalmente, se ha visto que el alergeno principal del

polen del olivo (Ole e 1) forma parte de una familia de proteínas específicas de polen

¡Villalba y col., ¡994] cuya función, aunque aún desconocida, parece estar relacionada
con la germinación del grano de polen [Muschietti y col., 1994].

La disponibilidad de alergenos recombinantes abre la posibilidad de abordar desde

una nueva perspectiva el mapeo de epítopos implicados en el reconocimiento por

linfocitos 8 y T. De esta forma se han estudiado epitopos en alergenos de ácaros

[Nishiyama y col., 1994] y pólenes [Bufe y col., 1994].

Otros campos en los que el uso de alergenos recombinantes muestra un gran

potencial son el diagnóstico y la inmunoterapia. El uso de alergenos recombinantes

individuales para diagnóstico in vivo e iii vitro, en lugar de extractos alergénicos,

permitirá determinar todos los alergenos a los que el paciente está sensibilizado,

posibilitando así el empleo de mezclas de hiposensibilización adaptadas a las

necesidades individuales específicas de cada paciente.

Hasta el momento, no existen ensayos clínicos que permitan evaluar la terapia con

alergenos recombinantes. Posiblemente, pronto pueda disponerse de datos en pacientes

alérgicos a polen de abedul, debido a la disponibilidad de Bet y 1 recombinante y al
pequeño número de proteínas alergénicas presentes en dicho material biológico. Sin

embargo, las perspectivas a corto plazo no son tan buenas para otros extractos, ya que

pueden ser necesarios varios años para disponer del número de alergenos recombinantes

necesario para una inmunoterapia efectiva. Por otra parte, la posibilidad de producir

formas recombinantes modificadas de un alergeno, abre las puertas a formas

enteramente nuevas de inmunoterapia.
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OBJETIVOS DE LA PRESENTE INVESTIGACION

Como liemos visto, la producción de alergenos recombinantes puede aportar valiosa
información estructural y funcional, así como nuevos datos acerca de cómo estas
proteínas promueven la respuesta alérgica en individuos sensibles. Hasta el momento,

la expresión de alergenos recombinantes se ha limitado fundamentalmente a los

procedentes de ácaros y de pólenes de plantas [Scheiner,1992]. Sólo muy recientemente

ha sido expresado en E. coli un alergeno de alimentos, la tropomiosina de langostino

(Met e 1) [Leung y col., 1994].

En nuestro laboratorio se llevó a cabo el aislamiento y la secuenciación del

alergeno de la mostaza amarilla, Sin a 1 [Menéndez-Ariasy col., ¡987; ¡988], así
como diversos estudios inmunológicos sobre esta proteína [Menéndez-Ariasy col.,

19901. Basándonos en estos datos, nos proponemos profundizar en el estudio de las

propiedades alergénicas de esta molécula. Los objetivos de la investigación aquí
planteados pueden resumirse en los siguientes puntos:

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

2.- Estudio de la estabilidad de la actividad alergénica de Sin a 1 frente a diversas

enzimas proteolíticas del tracto digestivo.

3.- Localización en Sin a 1 de regiones implicadas en se unión a ¡gE de pacientes

alérgicos a mostaza.
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MATERIALES

Bacterias
Las cepas de E. cotí utilizadas fueron: TG¡ (supE hsdA5 dii A(lac-proAB)

F’[traD36proAB~ lo.cPIacZAMl5]) [Gibson, 1984]; DH5aF’ (supE44AlacUl69 (~8O

tacZ~M 15) hsdRl7recAí endAl gyr,496flzi-1 retAl F’> [¡-¡anahan,1983]; JA22¡ (Ipp

hsdM~trpE5 teuB6lacY recAl/F’ lacP Iac~prof) [Nakamurae ¡nouye, 1979]; RB791

(W31 lO lacÉ’ L8) [Brent y Ptashne, ¡978]; lon-1 (thr-1 IeuB6thi-1 argE3 hisG4proA2

Ion-1 IacY1 galK2 mtl-¡ xyl-5 ara-¡4 strA3 1 tsx-33 X supE44) [Howard-Flandersy

col., 1964].

Medios de cultivo

El medio de cultivo empleado para el crecimiento de las bacterias fue Luria-Bertani

(LB) [Maniatis y col., ¡982]. Para el cultivo de bacterias transformadas con plásmidos,
se añadió ampicilina hasta una concentración final de 100 hg/ml. El cultivo en medio

sólido se llevó a cabo en placas con el mismo medio LB conteniendo agar 15 gIl.

Oligonucleátidos
Los oligonucleótidos sintéticos empleados fueron sintetizados en el Departamento

de Biología Funcional de la Facultad de Medicina de la Universidad de Oviedo,

utilizando un sintetizador de DNA de Applied Biosystems, modelo 381A, de acuerdo
a procedimientos estándar [Sambrooky col., 1989].

Plásmidos

El plásmido pUC18 [Norrander y col., 1983] se utilizó en la subclonación de los
productos de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Para la expresión de

secuencias nucleotidicas en E. cotí se emplearon los plásmidos pCE17 [Sánchez-Puelles

y col., 1990], p¡N-¡H-A2 [Masuiycol., 1984], plN-1I¡-ompA-2 [Ghrayebycol., 1984],

pTrc 99A [Amann y col., 1988], y pGEX-2T [Smith y Johnson, 1988]. Los tres
primeros nos fueron proporcionados amablemente por el Dr. José Luis García López,

del Centro de Investigaciones Biológicas de Madrid. Los otros dos fueron suministrados

por Pharmacia.
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Enzimas para la manipulación del DNA

Las enzimas de restricción EcoRl, BamHl y Hindll¡, así como la T4 DNA ligasa
fueron suministradas por Boehringer.

Semillas de crucíferas
Las semillas de mostaza amarilla (Sinapis alba) fueron proporcionadas por

Herborem (Madrid). Las semillas de colza (Brassicanapus) nos fueron suministradas

por el Instituto Nacional de ¡nvestigaciones Agronómicas de Madrid.

Suerosde individuos alérgicos

Los sueros de pacientes alérgicos a mostaza nos fueron amablemente suministrados

por las Dras. M~ Luisa González y M~ Isabel Esteban de la Unidad de Alergia del
Hospital General de Segovia, y por los Dres. Manuel Martín Esteban y Cristina Pascual

del Departamento de ¡nmunoalergia del Hospital ¡nfantil “La Paz” de Madrid.

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

Extractos digestivos humanos

La secreción gástrica humana nos fue amablemente proporcionada por la Dra.
Mercedes Barba, del Laboratorio de Gastroenterología del Hospital Ramón y Cajal de

Madrid.

TECNICAS BASICAS DE MANIPULACION DE DNA

Electroforesis en gelesde agarosa

El análisis de fragmentos de DNA se llevó a cabo mediante electroforesis en geles

de agarosa (U.S. Biochemical Corp.> al 1-2%, en tampón TAE (Tris-acetato 40 mM

pH 8.0, EDTA 2 mM), de acuerdo con el procedimiento descrito por Maniatis y col.
(1982). Para las electroforesis preparativas se utilizaron geles de agarosa de bajo punto

de fusión (U.S. Biochemical Corp.) al 1.5%, y el desarrollo se realizó a 40C. El DNA
se visualizó por tinción con bromuro de etidio e iluminación con luz ultravioleta [Sharp

y col., 1973].

Aislamiento de plásmidos y fragmentos de DNA

La purificación de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa o de mezclas

de PCR se realizó utilizando el “kit” comercial Wizard”1 PCR Preps, de Promega,

siguiendo las instrucciones del fabricante.

El DNA plasmidico se aisló por el método de lisis alcalina descrito por Maniatis
y col. (1982). Cuando fue necesario para su secuenciación, los plásmidos fueron

purificados mediante el uso del “kW’ Wizard~ MiniPreps de Promega.
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Digestión de DNA con enzimasde restricción
Las digestiones de DNA con enzimas de restricción y las ligaciones de los

fragmentos se llevaron a cabo según las indicaciones de Maniatis y col. (1982) y de las

firmas suministradoras de las correspondientes enzimas.

Transformación de células competentesde Escherichiacoli

La preparación de células competentes de las distintas cepas de E. cotí utilizadas

se realizó mediante el método del cloruro de rubidio [Hanahan, ¡983].

Se añadieron entre ¡0 y 100 ng de DNA plasmídico a 200 jil de células
competentes recién descongeladas. Tras mantenerla en hielo durante 15 minutos, la

mezcla de transformación se calentó 3 minutos a 370C y se volvió a enfriar en hielo de

nuevo. A continuación, se añadieron 800 pl de medio LB y se incubaron las células

durante 1 hora a 370C. Las colonias transformantes se seleccionaron en placas de LB-

agar con ampicilina.

AISLAMIENTO DE DNA GENOMICO DE SEMILLAS DE Sinapis alba

El DNA genómico fue aislado de la harina obtenida de la molturación de semillas

de S. alba, por un procedimiento derivado de Murray y Thompson (1980). Se

suspendieron 0.1 g de harina de semillas en 600 pl de tampón CTAB (Tris-HCI 50 mM
pH 8.0, EDTA ¡0 mM, bromuro de cetiltrietilamonio 1%) con NaCí 0.7 M y fi-
mercaptoetanol 1%, y se incubó la mezcla a 560C durante 20 minutos, agitando

vigorosamente varias veces. A continuación, se añadieron 600 pl de cloroformo:alcohol

isoamílico (24:1), se emulsionó la mezcla y se centrifugó a 12000 g a temperatura

ambiente durante 5 minutos. Se recogió la fase acuosa y se le añadieron 600 pl de

tampón CTAB. Tras mezclar bien, se incubó a temperatura ambiente durante 20

minutos y después se centrifugó durante 10 minutos en las mismas condiciones

anteriores. El sedimento se redisolvió en 400 pl de NaCí 1 M y a continuación se llevó

a cabo una extracción con fenol:cloroformo (1:1), seguida de una precipitación con
emnol, según los métodos descritos por Maniatis y col. (1982). La muestra se redisolvió

en 200 pl de tampón TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7.6) y se trató con RNasa 0.1 mg/ml
(Signia) durante 2 horas a 370C. Tras una nueva precitación con etanol, el DNA se

disuelvió en 50 pl de agua estéril. La concentración de DNA se estimó mediante el

método de Cesarone y col. (1979) en un fluorímetro modelo TKO lOO (Hoefer

Scientific lnstru¡nents).
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AMPLIFICACION DE DNA MEDIANTE PCR

La secuencia genómica que codifica el precursor de Sin a 1 sin el péptido señal fue

amplificada mediante PCR usando oligonucleótidos cebadores no degenerados

correspondientes a los extremos N y C-terminales de dicho alergeno [Menéndez-Arias

y col., 1988]. En los extremos 5’ de los cebadores se incorporaron diferentes dianas de

restricción, con el fin de insertar los productos resultantes de la amplificación en los

vectores plasmidicos deseados [Scharfy col., 1986].
Fueron amplificados 50 ng de DNA genómico en 100 ¡tI de mezcla de reacción

conteniendo dNTPs (200 pM cada uno>, los dos cebadores (1 gM cada uno), y 2

unidades de Taq polimerasa (Boehringer) en el tampón comercial suministrado con
dicha enzima. Para reamplificar los productos, se utilizó 1 ng del molde en la misma

mezcla de reacción. Todas las reacciones fueron llevadas a cabo por cuadruplicado en

un aparato Techne Cycler PHC-3 (New Brunswick Scientific).

Los programas utilizados fueron los siguientes:

Para amplificar DNA genómico:

5 ciclos: 940C durante 1 minuto

470C “ 1

720C “ 1.5
20 ciclos: 940C durante ¡ minuto

550C “ 1.5

720C “ 1.5
Para reamplificar productos de PCR y secuencias donadas:

30 ciclos: 940C durante 15 segundos

500C “ 15
720C “ 1 minuto

En ambos casos, el programa fue precedido de una etapa de desnaturalización a

950C durante 15 minutos, y seguido de una etapa final de elongación a 720C durante 10

ni ¡nu tos.

SECUENCIACION DE DNA

Tras su purificación, los plásmidos recombinantes se desnaturalizaron con NaOH

0.2 N/EDTA 0.2 mM [Hattori y Sakaki, ¡986]. La secuenciación del DNA bicatenar¡o

se llevó a cabo según las instrucciones del “kW’ comercial Sequenase versión 2.0 (U.S.

Biochemical Corp.), basado en el método de terminación de cadena por didesoxirribo-

nucleótidos [Sangery col., 1977]. Como nucleótido marcador se empleó 355-a-ATP

(Amersham), y como cebadores se usaron: M13 Sequencing Primer (-40) de U.S.
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Biochemical Corp., M13 Reverse Sequencing Primer (-48) de Biolabs, y oligonu-

cleótidos sintéticos derivados de las secuencias obtenidas.

Las reacciones de secuenciaciórt se analizaron por electroforesis en geles de

poliacrilamida (30 x 40 x 0.05 cm) al 6% en TBE (Tris-borato 45 mM, pH 8.0. EDTA

1 mM) en condiciones desnaturalizantes (urea 7 M). A continuación, los geles se fijaron

en una solución de metanol al 10% y ácido acético al 10%, se secaron a vacio a 800C

durante 90 minutos, y se sometieron a autorradiografia.

EXPRESION Y PURIFICACION DEL ALERGENO RECOMBINANTE

Inducción de cultivos de E. coIi
Las células de E. coli transformadas con las correspondientes construcciones de

expresión se incubaron a 370C en medio LB con ampicilina hasta que los cultivos

alcanzaron la fase estacionaria (8-12 horas). A continuación se diluyeron 1: ¡0 en medio
fresco y se volvieron a incubar en las mismas condiciones hasta que la densidad óptica

a 600 nm alcanzó un valor entre 0.6 y 0.8. Seguidamente se añadió isopropiltioga-

lactósido (IPTG) hasta una concentración 1 mM y se incubó durante otras 3 horas a

370C. Después, los cultivos se centrifugaron, descartándose el sobrenadante.

Aislamiento de fracción periplásmica

Se resuspenden cuidadosamente las bacterias en tampón Tris-HCI 33 mM, pH 7.0,

EDTA 33 mM, a razón de 5 ml/g de células. A continuación se añade un volumen de

sacarosa al 40% en agua, y se agita la muestra suavemente durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Después se centrifuga la muestra, se descarta el sobrenadante,
y se resuspende cuidadosamente el sedimento celular en agua destilada a 40C (10 ml/g

de células). Tras incubar la ¡nuestra a 4”C con agitación suave durante ¡0 minutos, se

vuelve a centrifugar, obteniéndose la fracción de periplasnia en el sobrenadante.

Obtención de la fracción soluble de usados bacterianos
Las bacterias se resuspendieron en 1/20 volúmenes de cultivo de tampón PBS

(NaCí 140 mM, KCI 2.7 mM, KH
2PO4 1.5 mM, Na2HPO4 8.1 mM, pH 7.3)

conteniendo fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM y fueron lisadas mediante
sonicación. Para ello se sometieron a cinco periodos de sonicación (20 kc en un aparato
MSE) de 30 segundos de duración cada uno separados entre sí por 30 segundos.

Durante todo el proceso de sonicación, la muestra se mantuvo inmersa en hielo.

Tras la lisis, se añadió Triton X-100 hasta el 1% (y/y) y se mantuvo la muestra a

4”C en agitación magnética suave durante 30 minutos para favorecer la solubilización

de las proteínas. A continuación, el lisado se centrifugó a 12000 g durante 10 minutos

y se procedió a separar las fracciones soluble e insoluble.
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Purificación de Sin a 1 recombinante expresadocomo proteína de fusión con la

glutatión-S-transferasade Sc/zistosomajaponicum(GST)

La fracción soluble del lisado se incubó durante 1 hora con agitación suave a tem-
peratura ambiente con glutatión-Sepharosa 4B (Pharmacia) a una relación de 0.5 ml de

resma por cada litro de cultivo original. A continuación se centrifugó la muestra a 500

g durante 5 minutos y se desechó el sobrenadante. La resma se lavó 3 veces con 10
volúmenes de PBS, separando tras cada lavado el sobrenadante mediante una centrifuga-

ción realizada en las condiciones anteriormente descritas. Una vez retirado el exceso

de tampón, se añadió 1 volumen de PBS conteniendo 1 pl/ml de trombina concentrada

de Pierce (Ip1 de enzima equivale aproximadamente a ¡0 unidades N¡H) y la mezcla

se incubó con agitación suave a temperatura ambiente durante 1 hora. Tras la digestión,
se sedimentó la resma (a la que permaneció unida la GST) mediante centrifugación en

microfuga y se recogió el sobrenadante, el cual contenía el alergeno recombinante

liberado. La proteína unida a la resma pudo liberarse de la misma mediante un lavado

con un volumen de Tris-HCI 50 mM, pH 8.0 conteniendo glutatión reducido 10 mM.

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ALBUMINAS 25

El aislamiento del alergeno de mostaza, Sin a 1, y de Las napinas de colza, se

realizó a partir de la harina obtenida por molturación de las correspondientes semillas,

según los métodos descritos por [Menéndez-Ariasy col., 1987] y [Monsalve y

Rodríguez, 1990], respectivamente.

ELECTROFORESIS DE PROTEíNAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Se realizó en un sistema discontinuo, de acuerdo al procedimiento descrito por
Laemmli (1970>. La polimerización de los geles de poliacrilamida y el desarrollo de la

electroforesis se llevó a cabo en un aparato Mini-Protean I¡ de Bio-Rad. Los geles

fueron de 0.75 mm de espesor, 7 cm de alto y 8 cm de ancho. En cada pocillo (de 5
mm> se aplicaron de 1 a 10 pg de proteína, o bien lisado de células correspondiente a

50-100 pl de cultivo, en un volumen máximo de 20 pl.
Se prepararon geles homogéneos al 15% de poliacrilamida, con un gel concentrante

del 4%. Las muestras de proteína se disolvieron en tampón de aplicación (Tris-HCI 50

mM, pH 6.8, SDS 2%, azul de bromofenol 0.1%, glicerol 10%) o el mismo tampón

con ¡3-mercaptoetanol al 5 %, en cuyo caso se calentaron a 800C durante 20 minutos

antes de su aplicación en el gel. La electroforesis se llevó a cabo en un tampón

compuesto por Tris-base 25 mM, glicina 192 mM y SDS al 0.1%. La corriente (25 mA
por gel) se aplicó hasta que el marcador (azul de bromofenol) comenzó a salir del gel.
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Las proteínas se detectaron mediante tinción con azul brillante de Coomassie R-250

IFairbanks y col., ¡971] durante 15 minutos en una disolución quecontenia: Coomassie
Brilliant Blue R-250 al 0.3% (p/v), metanol al 45% (y/y) y ácido acético al 10% (y/y).

El exceso de colorante se eliminó por sucesivos lavados en ácido acético al 7.5%.

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

- Albúmina se suero bovino (66000 Da)

- Ovalbúmina de clara de huevo de gallina (45000 Da)

- Cl iceraldehido-3-fosfato desh idrogenasa
de músculo de conejo (subunidad) (36000 Da)

- Anhidrasa carbónica de eritrocito bovino (29000 Da)

- Tripsinógeno de páncreas bovino (24000 Da)

- Inhibidor de tripsina de soja (20100 Da)

- cy-lactalbúmina de leche de vaca (14200 Da)

TRANSFERENCIA ELECTROFORETICA DE PROTEíNAS A MEMBRANAS

Se llevó a cabo esencialmente de acuerdo al procedimiento descrito por Towbin y

col., (1979). Como membranas inmovilizantes se utilizaron láminas de nitrocelulosa
(Bio-Rad) o linmobilon PVDF (Millipore). La transferencia se realizó en tampón Tris-

base 48 mM, glicina 39 mM, SDS 0.0375%, Metanol 20%, a una intensidad de

corriente constante de 1 mA/cm2 durante 1 hora.
Para comprobar la eficacia de la transferencia a membranas de nitrocelulosa, las

proteínas se visualizaron mediante tinción en una disolución de rojo Ponceau al 0.5%

(p/v) en ácido acético 1 M, destiñéndose a continuación el fondo con varios lavados en

ácido acético 1 M. En el caso de la transferencia a membranas de Immobilon, las

proteínas se tiñeron con azul brillante de Coomassie (R-250) al 0.1% en metanol

(20%), ácido acético (1)%, durante 1 minuto, seguido de lavados en metanol al 50%.

ESPECTROS DE ABSORCION ULTRAVIOLETA

La obtención del espectro ultravioleta de ácidos nucleicos y proteínas se llevó a
cabo en cubetas de 1 cm de paso óptico, empleándose un espectrofotómetro Beckman

modelo DU-7. Para eliminar la dispersión óptica, se corrigió el espectro obtenido a

partir de la relación existente entre la absorción y 120.
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ANALISIS DE AMINOACIDOS

Las muestras de proteína (0.1-2 nmoles) se hidrolizaron en 0.2 ml de HCI

azeótropo 6 N conteniendo fenol al 0. 1 % (plv) y norleucina como estándar interno, en

tubos cerrados a vacio a ¡050C durante 24 horas. Los hidrolizados fueron analizados

en un equipo Beckman modelo system 6300 conectado a un módulo de interfase
analógica System GoId. A partir de los datos del análisis se determinó la composición

de aminoácidos en % molar así como la cantidad de proteína hidrolizada en cada caso.

AISLAMIENTO DE LAS SUBUNIDADES DEL ALERGENO

Reducción y carboxiamidometilación del alergeno
Se disolvieron 3 mg de Sin a 1 en 0.5 ml de tampón Tris-HCI 1 M, pH 8.5,

conteniendo cloruro de guanidinio 6 M y EDTA 2 mM. La reducción se consiguió

añadiendo ditiotreitol (DTI’) sólido hasta alcanzar una concentración final de 0.1 M,

gaseando la mezcla con nitrógeno e incubándola a 370C durante 90 minutos.
Para llevar a cabo la carboxiamidometilación de las cadenas reducidas, se añadió

a la mezcla anterior iodoacetamida a una concentración final de 150 mM, y se incuba

durante otros 90 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

Separaciónde las cadenas
La separación de las cadenas reducidas y carboxiamidometiladas se realizó mediante

una cromatografía de penetrabilidad en Sephadex G-S0 fine, en una columna de
dimensiones 46 x 2 cm, equilibrada en bicarbonato amónico 0.1 M, pH 8.0. De esta

forma se logró separar tanto los componentes polipeptídicos como los reactivos en

exceso. Antes de aplicar la muestra se le añadieron 0.5 ml del mismo tampón en el que

está equilibrada la columna. Se recogieron fracciones de 2.5 mí, registrándose la

transmitancia del eluido en un espectrofotómetro de flujo continuo Uvicord ¡¡ (LKB).

Las fracciones correspondientes a cada una de las dos subunidades se identificaron a

partir del perfil de absorbancia del eluido a 230 nm, obtenido en un espectrofotómetro

Beckman modelo DU-7.

SECUENCIACION AUTOMATICA DE PROTEíNAS

La secuencia amino-terminal de proteínas se determinó mediante degradación

automática de Edman, en un secuenciador de fase gaseosa-pulsos líquidos Applied

Biosystems modelo 477A en el Departamento de Biología Funcional de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Oviedo, utilizando el programa estándar, en presencia

de polibreno [Tarr y col., 1978]. Los derivados feniltiohidantoinicos (PTHs) de los
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aminoácidos fueron identificados y cuantificados mediante un analizador de PTHs,

modelo 120A, de la misma casa comercial [Hewick y col., ¡981].

En el caso de proteínas adsorbidas a Immobilon, se recortó la banda proteica de la

membrana y se aplicó directamente al secuenciador bajo las condiciones descritas

[Legendrey Matsudaira, 1988].

OBTENCION DE ANTICUERPOS ESPECíFICOS FRENTE A Sin a 1

Suero policlonal

Se obtuvo mediante la inmunización de conejos con el alergeno Sin a 1. El
procedimiento de inmunización se realizó una vez por semana, durante un periodo total

de seis, inyectando a los conejos, intramuscularmente, 0.5 ml de una disolución del

alergeno (0.5 mg/mí) en tampón PBS, a la que se le añadieron 0.7 ml de adyuvante de
Freund completo. Esta disolución se preparó en el momento de realizar la inyección y

debe ser emulsionada previamente.
Al cabo de las seis semanas se llevó a cabo la sangría del conejo, extrayéndose

unos 60 ml de sangre a través de la vena marginal. A partir de esta sangre se obtuvo

el suero, que contiene las inmunoglobulinas específicas para el alergeno Sin a 1. A

continuación, si hace falta mayor cantidad de suero, pueden inyectarse intramuscu-
larmente unos 100 pg del antígeno disueltos en PBS y emulsionados con adyuvante de

Freund completo. Tras estos “recuerdos”, los conejos pueden sangrarse transcurridos

10 días, de la misma forma que se describió anteriormente. Sucesivos recuerdos habrán

de espaciarse en el tiempo por periodos de uno o dos meses.

Para poder utilizar el suero obtenido en ensayos de inmunodetección de proteínas
recombinantes en lisados de E. colí, es necesario eliminar aquellos anticuerpos que

reconozcan proteínas bacterianas. Para ello, se procedió a la precipitación de dichos

anticuerpos de la siguiente manera:

- Se diluye el suero 1:10 en PBS/Tween 200.05% y se le añaden 100 pl de lisado

bacteriano (que no exprese la proteína recombinante).

- Se incuba la mezcla durante 2 horas a 40C con agitación suave.

- Se centrifuga la muestra a 10000 g durante 10 minutos y se descarta el sedimento.
- Se añaden otros lOO pl de lisado y se repiten la incubación y la centrifugación

anteriores. La fracción soluble resultante puede usarse para detectar de forma

específica al alergeno recombinante en lisados de E. cotí.
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Anticuerpos monoclonales

Los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales se obtuvieron tras inmuni-

zar ratones BALB/c con la fracción 2S de semillas de 5. alba, según el protocolo de

Kóhler y Milstein (1975). Los sobrenadantes de cultivo fueron gentilmente cedidos por

los Drs. J. Domínguez e 1. Moneo, del Centro Especial “Ramón y Cajal” de Madrid.

La determinación de los isotipos correspondientes a las inmunoglobulinas produ-
cidas por los distintos hibridomas se hizo mediante ELISA indirecto [Menéndez-Arias

y col., 1990].

ENZIMOINMUNOENSAVO (ELISA) INDIRECTO

Todos los ensayos se llevaron a cabo en placas Costar de 96 pocillos de fondo

plano (cada uno de ellos de 0.32 cm2 de superficie) y de alta capacidad de unión. Para

cada punto se realizaron un mínimo de dos determinaciones independientes.

Titulación de anticuerpos

Se realizó del siguiente modo:

¡.- Fijación del antígeno (¡00 ng/pocillo en 100 pl de PBS) durante 12-16 ha 40C.

2.- Bloqueo de los sitios de unión inespecíficos con 200 pl de tampón de saturación

(PBS / Tween 20 0.1% / leche en polvo 3%) durante 1 hora a 370C.
3.- Incubación con las distintas diluciones del anticuerpo (¡00 pl/pocillo) en

tampón de saturación a 370C durante 1 hora (ó 2 horas, cuando se pretendía

titular ¡gE).

4.- Incubación con el segundo anticuerpo (100 pl/pocillo) diluido en tampón de

saturación a 370C durante 1 hora. Para el suero de conejo se usó como segundo

anticuerpo una dilución 1:3000 de anti-IgG de conejo obtenida en cabra (GAR)

conjugada con peroxidasa (Bio-Rad), para los anticuerpos monoclonales se

utilizó una dilución 1:5000 de anti-¡gG de ratón obtenida en cabra (GAM)

conjugada con peroxidasa (Pierce) y en el caso de suero humano (pacientes

alérgicos) se empleó un anticuerpo monoclonal anti-¡gE humana obtenido en

ratón (1:5000) y cedido generosamente por los laboratorios Abelló (Madrid).

En este último caso, se debe realizar una última incubación con GAM marcado

con peroxidasa (1 hora a 370C).
5.- Adición del sustrato de la peroxidasa (OPD 0.63 mg/mí) en citrato sódico 0.1

M, pH 5, con un 4% de metanol y un 0.03 % de H
202 (100 pl/pocillo).

6.- Detención de la reacción con ¡00 pl de ácido sulfúrico 3 N.

7.- Lectura de la densidad óptica de cada pocillo a 492 nm en un lector de ELISA

Uniskan II (Flow Labs.).
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Ensayos de inhibición

Se preincubaron mezclas de 105 pl de anticuerpo junto con 105 pl de las distintas
diluciones del antígeno que queríamos usar como inhibidor. La dilución del anticuerpo

utilizada correspondió a la concentración del mismo necesaria para que en su titulación

mediante ELISA indirecto la densidad óptica a 492 nm fuese de 0.5-1.0. Estas coincu-

baciones se mantuvieron en agitación suave a 40C durante ¡4-¡6 horas y transcurrido
ese tiempo se transfirieron 100 pl de cada una de ellas a los distintos pocillos previa-

mente tapizados y saturados según el mismo procedimiento descrito en el apartado

anterior. A continuación se incubó la placa durante 1 horas (2 horas en el caso de la

unión de IgE) a 370C y se continuó de forma idéntica a como se ha descrito para el

ELISA de titulación.

Los resultados obtenidos se expresaron como porcentaje de inhibición producido
frente a concentración de inhibidor, estimándose de acuerdo a la siguiente expresión:

% Inhibición 100 ¡¡ - (DO~,
4,, - DObkÍ,CO)/(DO, - DObI~)]

siendo: DO~, = densidad óptica observada a 492 nm para la correspondiente

concentración de inhibidor;
= densidad óptica a 492 nm en los pocillos en los que el tapi-

zado inicial se ha hecho con tampón de dilución en lugar del alergeno;
DOmax = absorción a 492 nm en aquellos pocillos en los que las

coincubaciones se hacen en ausencia de inhibidor.

INMUNODETECCION DE PROTEíNAS TRANSFERIDAS A SOPORTES
SOLIDOS

Después de la transferencia de las proteínas del gel de poliacrilamida a la
membrana de nitrocelulosa, ésta se incubó ¡ hora a temperatura ambiente en tampón

de saturación. Seguidamente se añadió el suero o anticuerpo diluido en el mismo

tampón y se incubó 1 hora (2 horas en el caso de que se pretendiese detectar ¡gE) a
temperatura ambiente. Después de lavar la membrana con PBS / Tween 20 0. 1 %, se
incubó durante 1 hora a temperatura ambiente con el correspondiente segundo

anticuerpo diluido en el tampón de saturación (en el caso de la detección de IgE, y al

igual que en el ELISA, fue necesaria una incubación adicional con GAM marcado con

peroxidasa). Tras un nuevo lavado exhaustivo de la membrana, se ensayó la reacción
de la peroxidasa. Para ello, cuando se trató de detectar la unión de lgG, se sumergió

la íneínbrana en una solución de 3, 3’-diaminobenzidina-HCI (DAB) a 0.3 mg/ml en
PBS conteniendo un 0.05% de agua oxigenada. La reacción se detuvo sustituyendo la

disolución de DAB por agua destilada. En el caso de la inmunodetección con sueros de

pacientes alérgicos, y dada la baja concentración de ¡gE (comparada con las lgG), el
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revelado se llevó a cabo mediante el método del ECLTM (Amersham), cuya sensibilidad

es superior a la DAB [Rosewelly White, 1978].

ENSAYOS DE ESTABILIDAD GASTROINTESTINAL DE PROTEíNAS

Hidrólisis con tripsina
La proteína sustrato se disolvió a una concentración de 0.5-1 mg/ml en bicarbonato

amónico 0.2 M pH 8.0. Se añadió tripsina (Worthington) tratada con TPCK (N-tosil-L-
fenilalanil clorometilcetona> hasta alcanzar una relación enzima:sustrato de 1:50 en

peso. La hidrólisis se llevó a cabo a 370C, recogiéndose alícuotas a 3, 5, 8 y 24 horas.

Tras la digestión, la muestra se Liofilizó para ser analizada por PAGE-SDS y

cromatografía líquida de alta resolución.

Hidrólisis con quimotr¡psina
La digestión y el análisis de los productos resultantes se llevó a cabo en las mismas

condiciones descritas para la tripsina. La quimotripsina utilizada (Worthington) se trató

con TLCK (N-tosil-L-lisil clorometilcetona) con objeto de inhibir la posible actividad

tríptica contaminante.

Hidrólisis con pepsina
Se realizó con la proteína sustrato disuelta a una concentración de 0.5-1 mg/ml en

ácido fórmico al 5% (y/y). Se añadió pepsina hasta una relación en peso 1:¡O0 con
respecto al sustrato, y se incubó la mezcla en las mismas condiciones anteriormente

descritas. El producto del tratamiento se analizó por PAGE-SDS y cromatografía líquida

de alta resolución.

Tratamiento iii vitro con extractos digestivos humanos

Para los ensayos de digestión iii vitro se utilizó la secreción gástrica extraída de un

individuo tras 15 minutos de estimulación con gastrina.

Se disolvieron 10 pg de proteína sustrato en 10 pl de secreción digestiva y se

incubó la reacción durante 2 horas a 370C, tras lo cual se analizaron los productos
mediante PAGE-SDS.

CROMATOGRAFíA LíQUIDA DE ALTA RESOLUCION EN FASE REVERSA
<RP-HPLC>

Se llevó a cabo en un cromatógrafo Beckman equipado con dos bombas peristálticas

modelo 110, un elemento organizador y controlador System GoId modelo Analog
Interface Module 406 (Beckman), un detector ultravioleta de longitud de onda variable

de doble canal, modelo ¡65, un inyector Vent 210 Altex y un registro gráfico
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OmniScribe Recorder. La columna empleada para la separación de los péptidos fue una

Nucleosil C¡8 (Scharlau) de 250 x 4.6 mm. Se recogieron fracciones de 1 ml en un

microcolector Gilson TDC-80.

Las muestras se aplicaron disueltas en ácido trifluoracético (TFA) al 0.1 % en agua,
y corno sistema de elución se empleó un gradiente lineal de acetonitrilo del O al 30%,

con una concentración constante de TFA del 0.1%.



RESUL TADOS

EXPRESION DEL ALERGENO Sin a 1 EN E. col!

Estrategia general

El alergeno principal de la mostaza, Sin a 1, aparece en su forma nativa constituido

por dos cadenas polipeptídicas de distinto tamaño unidas mediante dos puentes disulfuro
[Menéndez-Ariasy col., ¡986]. En la familia de las napinas, a la que pertenece Sin a

1, estas dos cadenas se sintetizan durante la formación de la semilla en forma de un

precursor que posee tres segmentos adicionales respecto a la proteína madura: uno en

el extremo N-terminal, otro en la región comprendida entre las dos cadenas

polipeptídicas que aparecen en la proteína nativa, y un residuo en la posición C-

terminal. El alergeno presente en la semilla madura es, por tanto, el resultado del
procesamiento proteolítico postraduccional de dicho precursor [Crouch y col., ¡983;

Ericson y col., ¡986].
La estrategia utilizada para la expresión de Sin a 1 en E. colí se sumariza en la

figura 5. En primer lugar, se procedió a amplificar mediante PCR una secuencia

genómica de nucleótidos que codificara las dos cadenas polipeptídicas más la secuencia

de conexión entre ambas. Los oligonucleótidos no degenerados utilizados como

cebadores en dicha amplificación, SA- 1 y SA-2, correspondían a secuencias que

codifican, respectivamente, el extremo N-terminal de la cadena ligera y el extremo C-
terminal de la cadena pesada del alergeno. Los codones usados se seleccionaron en base

a las secuencias nucleotidicas conocidas de proteínas homólogas [Crouch y col., ¡983;

Ericson y col., 1986; Josefsson y col., 1987; Scofield y Crouch, ¡987; Baszczynski y

Fallis, 1990; Raynal y col., 1991; Ericson y col., 1991]. Tras el análisis de las

secuencias de los clones obtenidos, se escogió para su expresión el más similar a la

estructura primaria del alergeno natural, determinada previamente mediante degradación
de Edman [Menéndez-Ariasy col., 1988]. Este fragmento de DNA fue posteriormente

subclonado en diferentes vectores de expresión, para lo cual se llevó a cabo una
reamplificación del mismo mediante PCR, utilizando un par de cebadores que

contuvieran los sitios de restricción adecuados en cada caso. Las secuencias de los

distintos pares de oligonucleótidos usados como cebadores se recogen en la tabla 6.
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Tabla 6. Secuencias de los oligonucleátidos usados como cebadores en las reacciones de PCR. Les
números entre paréntesis indican las posiciones correspondientes en la estructura primaria del alergeno

ííativo. SA-2 y SA-4 son oligonucleótidos antisentido y ambos poseen un codón de terminación.

Oligonucícétido Secuencia de nucleótidos Secuencia de aminoácidos

SA- 1 5’ CCGGAATTCCGACCCCCCCCATrr3’ PACPF (1-5, cadenaligera)

EcoRl

SA-2 5’ CCGAAGCrrTCAGGAGGGTCCAGGCAT3’ MPGPS (84-89, cadenapesada)

Hindlii

SA-3 5’ CCGGGATGCCCAGCCGOGCCATTT3’ FACPF (1-5, cadenaligera)

BarnHI

SA-4 5’ CCGGAATTCTCAGGAGGGTCCAGGCAT3’ MPGPS (84-89. cadeixapesada)

EcoRl

Clonacján del alergeno

La secuencia de nucleótidos que codifica las dos cadenas polipeptídicas de que

consta el alergeno Sin a 1 nativo fue amplificada mediante PCR a partir del DNA

genómico de semillas de mostaza amarilla (S. alba). Los cebadores utilizados contenían

en sus extremos 5’ sitios de restricción para EcoR¡ (cebador correspondiente al extremo

5’) y Hindilí (el cebador del extremo 3’) para facilitar la donación de los productos

resultantes de la amplificación en el plásmido pUC18.

En la primera reacción de amplificación se obtuvieron dos fragmentos de DNA de

unos 440 y 370 pb (figura 6). Sólamente el mayor de estos productos (que también era
el mayoritario) tenía el tamaño esperado para poder codificar las dos cadenas del

alergeno unidas por el péptido de conexión. Este fragmento fue aislado a partir de geles

de agarosa y reamplificado mediante PCR utilizando los mismos cebadores que se

emplearon en la primera reacción de amplificación. Tras su aislamiento, fue digerido

con EcoRl y HindIIl y donado en el plásmido pUCI8.
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Figura 7. Secuencias de nucleátidos de los clones genón¡icos de Sin a 1 obtenidos mediante PCR. Los
guiones indican identidad de residuo respecto a la seouencia superior.
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Figura 8. Secuencias de aminoácidos deducidas de los clones genómicos de Sin a 1 obtenidos mediante

PCR. Se muestran en comparación con la estructura primaria del alergeno determinada mediante la
degradación de Edman de la proteina natural. Las microheterogeneidades detectadas en dicha proteína
aparecen bajo la secuencia principal. Les puntos indican residuos ause¡tes en el alergeno nativo. Los

guiones señalan identidades de residuos en la secuencia. La numeración corresponde a las secuencias
deducidas.

A partir de las secuencias de aminoácidos deducidas de los clones obtenidos, se
escogió el clon 51N3 para su expresión en E. colí, por su mayor similitud con la

5 INi

91142
SIN)

51144

51145
SINE
SIN?

secuencia obtenida del alergeno purificado.
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Tabla 7. Comparación de las secuencias de los clones obtenidos. El número de diferencias entre pares
de nucicótidos y de aminoácidos se muestra en la parte superior derecha e inferior izquierda,
respectivamente.

SINI Sf142 51143 Sf144 Sf145 51146 Sf147

sim 10 25 22 18 28 23

51N2 3 27 20 14 22 26

51143 3 6 22 15 26 28

51144 7 6 6 15 18 28

51145 2 4 2 4 9 25

51146 8 7 7 1 5 26

51147 4 6 10 8 6 9

Construcciones plf’JS3 y p Tic 33

Estas dos construcciones permitirían la expresión del alergeno recombinante en el

citoplasma de E. coli con sólo unos pocos residuos añadidos en el extremo N-terminal

(MKGKEF en p¡N53 y MEF en el caso de pTrcS3). La construcción del plásmido

recombinante pINS3 se realizó insertando el clon 51N3 en los sitios EcoR¡ y Hind¡1l

del plásmido pIN-¡1¡-A2 (figura 9). Este vector plasmídico, además de suministrar un
adecuado sitio de unión al ribosoma (RBS> y el codón de iniciación ATG, contiene el

promotor kw, de forma que la síntesis de la proteína recombinante puede ser inducida

mediante la adición de ¡PTG.

El plásmido recombinante pTrcS3 se construyó a partir del plésmido pTrc 99A de

forma similar a la descrita para pINS3 (figura 10). En este caso, la expresión del

inserto se encuentra controlada por el promotor trc, el cual también es inducible por

IPTO.

La expresión del clon SIN3 mediante estos dos vectores debería producir una

proteína constituida por las dos cadenas del alergeno Sin a 1 unidas a través de una

secuencia de 15 residuos (a esta cadena polipeptídica la llamaremos a partir de ahora

rSinal). Sin embargo, tras la inducción de los cultivos transformados de E. coli
DH5aF’ con IPTG 1 mM durante 3 horas no se obtuvo producción detectable del
alergeno recombinante en ninguno de los dos casos.



RESULTADOS 44

M K a K E FO A W
ATA ATG AAA GGG AAG GAA TTC CAA GCT TGG..

.

EcoRI HindIII

+ EcoRl
+ Hindlll

M K

ATA ATO AAA
5’

E

a
SINa

SIN3

O K E F1P A

000 AAG GAA TTC CCA OCO...
EcoRI

Figura 9. Representación esquemática de la construcción del vector pINS3. Las zonas sombreadas indican
la secucixcia que codifica el alergeno rSinal. Sitios de restricción: E, EcoRI; H. HindlII. Otros símbolos:

gen de resistencia a ampicilina; lpp”-S, promotor de lipoproteina; toc Po, promotor/operador de

lactosa; tao!, gen del represor tac.

piN-IIi-A2
7.4 kb

IacI

H

+ EcoRl
+ Hindlll
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M EF E L

ACO ATG GAA rrn GAG OTO
Ecoflí

+ BeoRí
+ Hindlll

E H

SIN3

+ EcoRl
+ Hindill

Figura 10. Representación esquemática de la construcción del vector pTrcS3. Las zonas sombreadas

indican la secuencia que codifica el alergeno rSinal. Sitios de restricción: E, BeoRí; H, HindlII. Otros
símbojos:

4pR, gen de resistencia a ampicilina; Ptrc, promotor tre; Ial, gen del represor ¡oc.

14 DNA ligasa

SIN3

M EF P A

ACC ATG GAA TIC CCA GCC
EcoRI
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+ BeoRí
+ Hindlll

R P E F T y
AGO CCA GAA TTC ACA OTA

EccRI 3’

E H

SIN3

+ BeoRí
+ Hindlll

c-LYTA 4—r—+ SIN3

5’

R P E F P A
—I _____________

AGO OCA GAA TTCCCA eCO
EcoR!

Figura 11. Representación esquemática de la construcción del vector pCES3. Las zonas sombreadas
indican la secuencia que codifica el alergeno rSinal. Sitios de restricción: E, EcoPJ; H, HindITI. Otros
símbolos: ApR, gen de resistencia a anipicilina; tp¡f-5. promotor de lipoproteina; Inc Po,
promotor/operador de lactosa; mcl, gen del represor Inc.

T4 DNA ligasa
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Construcción pompAS3

El plásmido recombinante pompAS3 fue construido a partir del vector píN-lIl-

ompA-2 en la misma manera que las construcciones anteriormente descritas (figura 15).
La construcción resultante contiene los mismos elementos reguladores que el plásmido

plN-[ll-A2 (promotor Mc, inducible por IPTG), pero, a diferencia de la construcción

plNS3, la proteína recombinante posee en su extremo N-terminal el péptido señal de

la proteína ompA de E. cotí [Ghrayeby col., 1984]. Este péptido debería permitir la

secreción del alergeno recombinante a través de la membrana plasmática de las células

bacterianas. Una vez translocada la proteína, el péptido señal será eliminado por
proteasas específicas, liberándose el producto procesado en el interior del espacio que

separa la membrana plasmática de la membrana externa (espacio periplásmico o
periplasma).

Tras la inducción habitual con IPTG, no pudo apreciarse la aparición de ninguna

banda nueva importante de proteína del tamaño esperado (unos 16.4 kDa, si el péptido
señal estuviera correctamente procesado) en el patrón electroforético del lisado total

teñido con azul de Coomassie (figura 16). Sin embargo, la inmunodetección con suero

policlonal de conejo frente a Sin a 1 mostró la existencia en los cultivos inducidos de
dos bandas especificas con tamaños aparentes de unos 18.8 y 15.0 kDa. Estas dos

bandas aparecieron en la fracción insoluble del lisado celular, no pudiendo ser
detectadas en la fracción de periplasma. Esto parecía indicar que no se producía la

exportación del alergeno recombinante y el consiguiente procesamiento del péptido

señal. La cantidad obtenida de cada una de estas dos proteínas fue de unos 2 mg por
litro de cultivo.

Las dos proteínas reconocidas por el suero fueron parcialmente purificadas

mediante el lavado de la fracción insoluble del lisado celular con SDS 0.5% (figura 16).

Su transferencia a membranas de lmmobilon permitió llevar a cabo la secuenciación
automática de su extremo N-terminal, cuyos resultados se muestran en la figura 17.

Como puede observarse, ambos productos reconocidos por el suero poseen la misma

secuencia N-terminal, que corresponde a la secuencia esperada para el alergeno recom-

binante si el péptido señal hubiese sido procesado correctamente. Estos resultados
indican que la proteína recombinante sí es exportada al espacio periplásmico, pero allí

permanece en un estado insoluble. La aparición de dos bandas de distinto tamaño puede
deberse a la existencia de degradación parcial o de terminación prematura de la

traiiscripción.
Mediante la adición de un agente reductor (jS-mercaptoetanol al 1 % y/y) fue posible

solubilizar las dos proteínas reconocidas por el suero específico para Sin a 1. Sin

embargo, la retirada de dicho agente mediante diálisis las condujo de nuevo a un estado

insoluble.
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A A E FO A W
..GCC GCT c3AA TTC CM GCt TGG..

.

5’ 3’
EcoRI HindIII

+ EooRI
+ H¡ndIll

PEPTIDO SEÑAL 4— —* SINS

A A E F P A
GCC GCT GAA TTC CCA GCC

EcoflI

Figura 15. Representación esquemática de la construcción del vector pon~AS3.Las zonas sombreadas
indican la secuencia que codifica el alergeno rSinal. Sitios de restricción: E, EcoRI; H, HindITI. Otros
símbolos: ,4pR, gen de resistencia a ampicilina; tpp”-S, promotor de lipoproteina; Inc Po,
promotor/operador de lactosa; tal, gen del represor Inc.
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1234

1

“31
a

1234

b

Figura 16. Expresiónde rSinal con el péptido señal de la proteína ompA. Líneas: 1, lisado total de E.

cotí DH5aF’[pIN-III-onwA-21 inducido con IPTG 1 mM; 2, lisado total de E. cotí DH5cxF’[pon~AS3]
inducido con IIPTO 1 mM; 3, fracción soluble tras el lavado de la fracción insoluble de 2 con SDS 0.5%;
4, fracción insoluble tras dicho lavado. (a) PAGE-SDS teñida con azul de Coomassie; (b)
¡nmunotransferencia teñida con suero de conejo anti-Sin a 1. Las posiciones de los patrones de masa
molecular se indican a la izquierda, como en las demAs figuras.

(1> .......

<2> MRKTATAIAVALAGFATVAQAAEFFAGPA...

t

Figura 17. Secuencia 14-terminal obtenida por degradación de Edman de las dos bandas de 18.8 y 15.0
kDa mostradas en la línea 4 de la figura 16 (1). En la parte inferior (2) se muestra la secuencia 14-

terminal que tendría laproteína reco¡nbinante antes del procesamiento del péptido señal. La flecha indica
el puntode procesamiento esperado de dicho péptido.

e
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Construcción pGEXS3

Para la construcción del plásmido recombinante pGEXS3 se llevó a cabo la ream-

plificación mediante PCR del clon 51N3 utilizando como cebadores los oligonucleótidos

SA-3 y SA-4 (tabla 6). El producto resultante de la amplificación contiene en sus

extremos los sitios de restricción de BamHI y EcoRí, lo cual permitió su donación en

los correspondientes sitios del plásmido pGEX-2T (figura 18). Este plásmido contiene

el gen de la glutatión-S-transferasa (GST) de Sc/ti stosoma japonicum bajo el control del
promotor tac, inducible químicamente por IPTG. La construcción realizada debería

producir una proteína de fusión constituida por la GST y el alergeno recombinante

(GST-rSinal), unidos a través de un hexapéptido que contiene un sitio de ruptura
proteolítica de trombina.

Como puede verse en la figura 19, la expresión del clon 51N3 en este sistema dio

lugar a una proteína recombinante con una masa molecular aparente de unos 43 kDa,

que concuerda bien con el tamaño esperado para La proteína de fusión GST-rSinal (26

kDa para la GST y 16 kDa para rSinal). Dicha proteína fue reconocida en inmuno-

transferencia por el suero de conejo específico para Sin a 1, apareciendo también otras

bandas menores, que corresponderían a fragmentos de la proteína de fusión (figura 19).
Aunque el rendimiento fue superior aSO mg por litro de cultivo, menos del 2% de

la proteína de fusión permanece soluble tras la lisis de las células. Al igual que ocurrió

con las construcciones anteriores, ni el rendimiento ni la solubilidad del alergeno

recombinante mejoraron de manera apreciable cuando se utilizaron condiciones de

inducción distintas de las descritas en la sección “Materiales y métodos”.

Soiubilízac¡ón de rS¡na 1

Con el fin de soluhilizar la fracción insoluble de la proteína de fusión GST-rSinal,

se probaron muy diversas condiciones experimentales. Los resultados más destacables

obtenidos en dichos ensayos aparecen recogidos en la tabla 9. Tras un lavado con SDS

al 0.5%, la proteína logró solubilizarse en urea 8 M, EDTA 1 mM y DTT 5 mM. A

continuación, la muestra se diluyó 10 veces con agua y se sometió a diálisis exhaustiva

frente a PBS 1/100 (y/y). Posteriormente, se procedió a la concentración de la muestra

mediante liofilización, seguida de la adición de 1/100 volúmenes de agua destilada. Tras

estos tratamientos, la proteína de fusión permaneció soluble, a una concentración de

unos 0.5 mg/ml (figura 20).
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Trombina

IL y p RtG sI~ G 1 H R

...CTG GTT CCG CGT GGA TCC CGO OGA ATT CAT CGT..
4—, ‘—j 3’BamHI EcoRi

SIN3

Reamplificación con
cebadores 8A3+SA4

E

SINS

+ Eco Rl
+ BamHl

IL y

...CTG GTT
5,

Trombina GST 81N3

P RtG T1 P A

CCG CGT OGA TCC CCA GCC...
Bar,i Hl

Figura 18. Representación esquemáticade la construcción del vector pGEXS3. Las zonas sombreadas
indican la secuencia que codifica el alergeno rSinal. Sitios de restricción: E, EcoRI; H, I-.IindIIl; B,

BarnHI. Otros símbolos: 4pR, gen de resistencia a ampicilina; Ptac, promotor Éac; lacI, gen del represor

Inc.

E H

pGEX-2T
5kb a

+ Eco Rl
+ BamHl

T4 DNA ¡¡gasa

Ptac

pGEXS3
5.4 kb
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A continuación, la proteína de fusión se sometió a digestión con trombina a una

concentración de unas 5 unidades NIH/mg de proteína. De esta manera se liberó el

alergeno recombinante, el cual dio lugar a una sola banda de un tamaño molecular

aparente de unos 18.8 kDa reconocida específicamente mediante inmunotransferencia

por el suero de conejo frente a Sin a 1 (figura 20). El procedimiento completo de
lavado, solubilización y digestión con trombina de la proteína de fusión GST-rSinal

aparece resumido en la figura 21.

Fracción insoluble del usado

4 Lavado con SDS 0.5%

Solubilización con
urea/DTT/EDTA

4, Diálisis

Proteína de fusión (GST-rSinal) solubilizada

¿ Digestión con trombina

rSinal

Figura 21. Esquema del proceso empleado en la solubilización y liberación de rSinal a partir de la

fracción insoluble de lisados de E. cotí expresando la proteína de fisión GST-rsinal.
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CARACTERIZACION INMUNOLOGICA Y ESTRUCTURAL DE rSinal

Reconocimiento por suero de conejo especifico para Sin a 1

Como se ha visto anteriormente, el alergeno recombinante rSin a 1 fue reconocido
en experimentos de inmunotransferencia por un suero policlonal de conejo desarrollado

frente a la forma naiva de Sin a 1. La titulación de dicho suero mediante ELISA

demostró que el título de IgO para rSinal en fase sólida es el mismo que el obtenido

para el alergeno nativo (figura 23a>.

Cuando se llevó a cabo un ELISA de inhibición de la unión del suero de conejo al
alergeno nativo, la forma recombinante fue capaz de producir el 100% de inhibición en

la unión de IgG específicas a Sin a 1 en fase sólida (figura 23b). Además, las curvas

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

una misma afinidad en la interacción.

1.2
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DILUCION DEL SUERO
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Figura 23. (a) Curvas de unión de ¡gO de suero de conejo ami-Sin a 1 a <e) Sin a 1 y (u) rSinal
previamente fijados a poliestireno. (b) Curvas de inhibición de la unión del mismo suero a Sin a 1
adsorbido a poliestireno, utilizando corno inhibidores: el alergeno nativo (e) o el recombinante (u).

1
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Reconocimiento por anticuerpos monoclonales específicos para Sin a 1

Se ensayó el reconocimiento de la proteína de fusión GST-rSinal transferida a

membranas de nitrocelulosa por diez anticuerpos monoclonales de ratón específicos para

el alergeno nativo. El resultado de estos experimentos aparece recogido en la figura 24.

La mitad de los anticuerpos monoclonales (289, 1G5, 4A1 1, 3F3 y 303) reconocieron

a la proteína de fusión, así como a su fragmento de 31 kDa en condiciones reductoras.

Estos anticuerpos son los mismos que, en idénticas condiciones, reconocen a la cadena

pesada del alergeno natural, con la excepción de 283, el cual, a pesar de dar lugar a

la aparición de una banda muy intensa con la cadena pesada de Sin a 1, no reconoció

en absoluto a GST-rSinal.

Para comprobar que rSinal es también reconocido por los monoclonales en

condiciones no desnaturalizantes, se llevaron a cabo ELISA de inhibición de la unión

de los anticuerpos 1G5, 3G3 y 2B3 con el alergeno nativo unido a la fase sólida (figura

25). Los anticuerpos utilizados pertenecen a distintos grupos de complementación
[Menéndez-Arias y col., 1992], y 283 reconoce un determinante antigénico de

naturaleza secuencial [Monsalvey col., 1993]. La unión del alergeno recombinante a

105 y 303 fue similar a la de la forma nativa, aunque la afinidad de la unión de 105

es ligeramente mayor para la proteína nativa, mientras que ocurrió lo contrario en el

caso del anticuerpo 303. rSinal no fue capaz de inhibir la unión del anticuerpo

monoclonal 2B3, lo que concuerda con los resultados obtenidos previamente con la

proteína de fusión transferida a nitrocelulosa.

Reconocimiento por IgE de pacientes alérgicos a mostaza

Para llevar a cabo todos los ensayos cuyos resultados se detallan a continuación,

se utilizó una mezcla equivolumétrica de 5 sueros de pacientes alérgicos a mostaza

(numerados como 12, 13, 16, 17 y 18), con RAST 3-6.

Tanto la proteína de fusión GST-rSinal, como el alergeno recombinante liberado

mediante la digestión con trombina, fueron reconocidos por la mezcla de sueros en

nitrocelulosa después de una PAGE-SDS en condiciones reductoras (figura 26).
En la titulación de IgE mediante ELISA, el alergeno recombinante unido a fase

sólida se comportó de forma similar a la proteína nativa. Como puede verse en la figura
27a, tanto la forma nativa como la recombinante dieron lugar a respuestas

proporcionales a la concentración de suero utilizado, y significativamente superiores a

las obtenidas con un suero control de individuo no alérgico (datos no mostrados).

Para realizar los ELISA de inhibición de la unión de IgE se tapizaron las placas con

el alergeno nativo, y se incubó la mezcla de sueros con diferentes diluciones del aler-
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Figura 33. Perfiles de elución en RP-HPLC (columna Nucleosil C18) de las digestiones de Sin a 1 con:
(a) pepsina (pico Pl); (b) tripsina (péptidos TI a T6); (c) quimotripsina (péptidos QTI a QT3).



RESULTADOS 68

Tabla lO. Composició¡ de aminoácidos de los
pepsina del alergeno Sin a 1 nativo.

péptidos obtenidos en HPLC tras la digestión con

proteína proteína
P-1 residual nativa

Cys N.D. 8
Asx 0.6 2.1 (2) 2
Thr 3.8 (4) 4

Ser 1.0 5.8 (6) 6
Glx 1.5 28.3 (28) 28
Pro 14.8 (15) 15
Gly 1.7 7.9(8) 8-9
Ala 0.6 6.7 (7) 7
Val 5.5 (6) 6
Met 1.8(2) 2
Ile 3.6 (4) 4
Leu 0.6 8.8 (9) 9
Tyr 1.0(1)

Plie 2.8 (3) 3
His 4.7 (5) 5
Lys 8.3 (8-9) 9
Arg 5.7 (6) 5-6
Trp N.D. 1

nmoles 2.6 Ser

Digestionescon tripsina y quimotripsina

Sin a 1 fue sometido también a la acción digestiva de las dos principales proteasas

pancreáticas, tripsina y quimotripsina. El análisis mediante PAGE-SDS de los productos

resultantes de las digestiones con ambas enzimas, tanto por separado como juntas, se

encuentra recogido en la figura 32. En todos los casos, tras 24 horas de digestión, el
alergeno sólamente sufrió una disminución de tamaño aparente de unos 1300 Da,

permaneciendo intacta la mayor parte de la molécula. Como puede verse en la figura

32, la disminución de tamaño afectó a ambas cadenas,

El perfil de elución en HPLC del producto obtenido en el tratamiento con tripsina

se recoge en la figura 33. En la tabla 11 se muestra la composición de aminoácidos de

los péptidos, así como la del pico correspondiente a la proteína residual. Como puede

comprobarse, se produjo la digestión de un pequeño fragmento de la proteína, apare-

ciendo sólamente dos péptidos con rendimiento importante: T-2 y (T-3 + T-4 + T-5
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+ T-6>. Estos cuatro últimos picos corresponden al extremo N-terminal de la cadena
ligera (ver figura 8: secuencia de Sin a 1), pero con mínimas diferencias entre sí. El

péptido total seria: PAGPFR, que equivaldría a T-3; T-4 (PAGPF) sería el producto de
una digestión parcial de T-3 debida a una contaminación quimotríptica residual. Los

péptidos T-5 y T-6 darían cuenta de las secuencias AGPFR y AGPF, respectivamente,
y procederían de moléculas de proteína en las que estaría ausente el residuo N-terminal

(P) que aparece en los péptidos T-3 y T-4. El otro péptido que se libera mayorita-
riamente (T-2, 5.8 nmoles) debe corresponder, por su composición, al extremo carbo-

xilo terminal de la cadena pesada (...TMPGPS). Finalmente, la fracción T-1 no puede
estar constituida por un único péptido, pues su composición arroja un número de

aminoácidos demasiado grande para eluir en la posición del gradiente en la que lo hace.
Además, contiene leucina, isoleucina y valina, que deberían retrasar mucho la elución,

de estar formando parte de un péptido mayor de tres o cuatro residuos. Ello implica que
la cantidad obtenida de estos residuos debe ser muy pequeña en comparación con el

total de proteína utilizada en el experimento y que, por tanto, han de estar constitu-
yendo aminoácidos libres,

Tabla II. Composición de aminoácidos de los p¿ptidos obtenidos en HPLC
íripsina del alergeno Sin a 1 nativo.

tras la digestión con

Proteína Proteína
T-1 T-2 T-3 T-4 ‘¡‘-5 T-6 residual nativa Diferencia T-2 + ‘¡‘-3

cys NO. 8
Asx 1.0 (1) 2.3 <2) 2
Thr ¡.4 (1—2) 1.0 (1) 2.9(3) 4 ¡
Ser 2.1 (2) 1.0 <1) 4.2 <4-5) 6 1-2

Clx 2.1 (2) 0.5 0.4 27.6 (28) 28

Pro 2.9 (3) 1.9 (2) 1.9 (2) 2.0 (2) 1.1 (1) 1.3 (1) 10.8 <11) 15 4 4

Cly 2.9 (3) 1.2 (1) 1.2 (1) 1.1 (1) ¡.3 (1) 1.4 (1) 5.8 <6) 8-9 2-3 2

Mi ¡.0(1) ¡.0(1) ¡.0(1) 1.0(1) 1.0(1) 6.0(6) 7 1 1

Val 0.5 (0-1) 6.0 (6) 6

Mc 0.6 (0—1) 0.9 (1) ¡.1 <1) 2 ¡ ¡

Ile 0.7 (1) 3.3 (4) 4

Leo 0.7 (1) 8.7 (9) 9

Tyr 0.2 0.9 (1) 1

Phe 0.2 0.7 (1) 0.7 (1) 0.7 (1) 0.6 (1) 1.9 (2) 3 1 1

His 0.2 4.5 (5) 5
Lys 0.7 (1) 8.2 (8-9) 9 0-1

Arg 0.6 (1) 0.9 (1) 0.3 0.8 (1) 0.3 5.1 (5) 5-6 0-1 1

Trp NO. 1

ntrn>Jes 1.7 MeL 5.8 3.4 3.5 2.3 2.5 8.6
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El perfil del eluido en HPLC de la digestión con quimotripsina (figura 33) sólo
mostró tres péptidos y la proteína residual. La composición de aminoácidos de los
péptidos obtenidos tras este tratamiento se recoge en la tabla 12. El análisis del péptido
QT- t eluyé al mismo porcentaje de acetonitrilo que el T-2 de la digestión tríptica, y
arrojó su misma composición (Thr, Ser, Pro2, Gly, Met), correspondiente al extremo
C-terminal de la cadena pesada (...TMPGPS). Ello significa que debe provenir de una
contaminación triptica residual que resulta visible tras las 24 horas de digestión. Los
péptidos QT-2 y QT-3 procederían, como ocurría con T-4 y T-6, de cadenas con y sin
prolina en el extremo N-terminal. Los correspondientes péptidos con arginina
(resultantes de la contaminación triptica) no aparecen debido a que la acción inicial de
la quimotripsina dejaría la arginina como extremo amino, de manera que la presencia
de carga impediría la subsecuente acción de la tripsina. La composición de aminoácidos
de la proteína residual, al igual que ocurría en el caso de la digestión con tripsina,
coincidió plenamente con lo que cabía esperar a partir de la pérdida de los péptidos
analizados. Además, el tamaño de los péptidos obtenidos (1265-1380 Da) da perfecta
cuenta del aumento de movilidad observado en PAGE-SDS.

Tabla 12. Composición de aminoácidos de los péptidos obtenidos en HPLC tras la digestión con
quimotripsina del alergeno Sin o 1 nativo.

Proteína Proteína
OT-l OT-2 OT-3 residual nativa Diferencia OT-1 + OT-2

cys NO. 8
Asx 2.1 <2) 2
Thr 1.0(1) 2.8<3) 4 1
Ser 1.0 (1) 4.8<5) 6 1
Glx 0.5 27.4 <28) 28
Pro ¡.7 (2) 1.8 <2) 0.9 <1) 10.7 <II) 15 4 4

Gly 1.2 <1> 1.1 (1) 1.1 <1) 6.1 <6) 8-9 2-3 2

Ala 1.0 <1) 1.0 <1) 6.0 (6) 7 1
Val 5.8 <6) 6
Mer 0.7(1) 1.0(1) 2 1
líe 3.5 (4) 4
Leu 8.8 (9) 9
Tyr 0.9 <1) 1

Phe 0.9 (1) 0.9 <1) 1.8 <2) 3 11

His 4.6 <5) 5
Lys 7.6(8) 9 1

Arg 5.5 (5-6) 5-6

Trp NO.

ninoles 6.9 6.5 4.1 lO
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La digestión con tripsina no afectó de modo significativo a la alergenicidad de Sin
a 1, pues la curva de titulación en ELISA de las IgE de sueros de pacientes alérgicos

a mostaza con el alergeno digerido es prácticamente idéntica a la obtenida previamente
con la proteína nativa (figura 34). Este resultado, a la luz de los datos conocidos de los
péptidos perdidos durante la digestión con tripsina, indica que en los determinantes
alergénicos no participan ni el extremo N-terminal de la cadena ligera, ni el C-terminai
de la pesada.
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Figura 34. Curvas de unión de 1gB de pacientes alérgicos a mostaza (mezcla de sueros) a (e) Sin a 1

y <.) Sin a 1 digerido con tripsina, previamente fijados a poliestireno.
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Tabla ¡3. Unión de las 1gB de suero de paciente alérgico a colza a las proteínas 2S de esta semilla y a]
alergeno principal de la mostaza. La cantidad de unión se estimó mediante el densitometrado de las
autorradiogratias de las correspondientes inmunotransferencias. El % de unión seda en relación a la selial
total de EnIlí. La relación en masa oligómero/monómero se deternxinó mediante el densitometrado de los
correspondientes geles de poliacrilamida.

proteína % unión
unión relativa

oligómero/monómero

monómero 4.5 1
dímero 6 >10

Bnlb trímero 0.5

total II

nionómero 27 1
dímero 29 4

En!] trimero 9 3.3

total 65

monómero 62 1
dímero 33 3.1

Enlíl trímero 5 1.6

total lOO

monómero 21 1
dímero 29 4.2

Biílv trímero 14 6.2
tetrámero 2.5 2.6

total 66.5

monómero 54 1

Siiia 1 dímero II 1.3

tota] 65
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• Por el contrario, las lgG de conejo desarrolladas frente al alergeno de la mostaza
sólo reconocieron a BnIIl (tanto a la proteína completa como a la cadena pesada), pero

no a la napina de bajo peso molecular, Bnlb (fig. 371a y ¡la).
• Finalmente, las [gE presentes en el suero del paciente alérgico a colza no

reconocieron de modo significativo a las cadenas pesadas de estas proteínas.

Reactividad cruzada en ELISA

Aunque los experimentos de inmunotransferencia son sumamente útiles a la hora

de detectar la presencia de proteínas reconocidas por un suero, los resultados obtenidos

no son fácilmente extrapolables a las condiciones que tienen lugar iii vivo durante la

respuesta inmune, ya que, en la PAGE-SDS previa a la transferencia, las muestras se
ven sometidas a condiciones desnaturalizantes (más aún en el caso de que se emplee un

agente reductor). Por este motivo, se llevaron a cabo los siguientes ensayos de

reactividad cruzada en ELISA:

Titulación de IgE presentesen el suero de pacientealérgico a coba.

La titulación de las IgE del suero del paciente alérgico a colza demostró que su
capacidad de reconocimiento del alergeno de la mostaza es prácticamente la misma que

para Bnlll. El título de ¡gE de dicho suero para Bnlb, aunque alto, fue cerca de un 30%
menor que para BnIIl (figura 38).
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Figura 38. Curvasde unión de las 1gB del suero de
y (A) BnIIl adsorbidos a poliestireno.

un paciente alérgico a colza a (e) Sin a 1; <•) E¡ilb
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Inhibición de la unión de tgG de conejodesarrolladas frente a Sin a 1.

Los ensayos de inhibición de la unión de lgG de conejo a Sin a 1 unido a fase
sólida mostraron una clara diferencia entre BnIb y BnIII. Esta última fue capaz de
inhibir totalmente la unión de IgG, mostrando incluso mayor afinidad que el propio

alergeno de la mostaza. Por el contrario, utilizando BnIb, en las mismas condiciones
no se llegó a alcanzar el 50% de inhibición (figura 39).
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Figura 39. Curvas de inhibición de la unión de IgG de suero de conejo anti-Sin a 1 a] alergeno de
mostaza adsorbido a poliestireno, utilizando como inhibidores: Sin a 1<.), BnTh (u) y BnlII (A).

Inhibición de la unión de IgE.

La reactividad alergénica cruzada entre Sin a 1, BnIb y BnIII pudo comprobarse
mediante ELISA de inhibición. Los resultados fueron similares cuando se ensayaron las

IgE específicas para mostaza (figura 40a) y cuando se utilizaron las presentes en el

suero de paciente alérgico a colza (figura 40b). En el primer caso se tapizaron las
placas con el alergeno Sin a 1, mientras que en el segundo se hizo con BnIII. En ambos
experimentos se comprobó que BnIII y el alergeno de la mostaza comparten un gran

número de epítopos comunes, pues con ambas proteínas se alcanzaron valores similares

de inhibición, aunque la similitud de las curvas obtenidas fue mayor en el caso de los

sueros de pacientes alérgicos a mostaza. La napina de bajo peso molecular dio, en las

condiciones del ensayo, unos valores de inhibición inferiores al 50% tanto para las IgE

específicas de colza como en el caso del suero de pacientes alérgicos a mostaza.
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Figura40.Reactividadalergénicacruzadaen ELISA del alergenodemostazaconlas napinasdeeolia.

(a) Curvas de inhibición de la unión de ¡gE de sueros de pacientes alérgicos a mostaza (mezcla de sueros)
a Sin a 1 adsorbido a poliestireno, utilizando como inhibidores: Sin a 1(e), BnIb (u) y Balil (A). (b)

Curvas de inhibición de la unión de ¡gE del suero de paciente alérgico a colza a la napina BnIII adsorbida
a poliestireno, utilizando como inhibidores: Sin a 1(e), BnIb (u) y BnIlI (A). La desviación estándar en
estos ensayos no supera en ningún caso el 5% del porcentaje de inhibición observado.
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EXPRESION EN E? coil DEL ALERGENO PRINCIPAL DE LA MOSTAZA

Nuestro principal objetivo era conseguir la expresión de una forma recombinante
de Sin a 1 que conservara intactas la mayor parte de sus propiedades antigénicas y
alergénicas. La producción de una especie molecular pura de una proteína muy polimór-

fica, como es el alergeno de la mostaza, posibilita una caracterización inmunológica

más inequívoca de la molécula. Por otra parte, la disponibilidad de un alergeno perfec-
tamente definido a nivel molecular abre las puertas al diseño de nuevas formas de
nmunoterapia altamente específicas.

Dado que las napinas, familia a la que pertenece Sin a 1, son codificadas por genes
sin intrones [Josefssony col, 1987; Scofield y Crouch, 1987; Krebbers y col., 1988;
Baszcynski y Fallis, 1990; Ericson y col., 1991], fue posible utilizar secuencias genó-
inicas para expresar el alergeno, sin necesidad de sintetizar el correspondiente cDNA
a partir del mRNA. La mayor dificultad a la hora de producir el alergeno Sin a 1 en
E. coil radica en el hecho de que esta proteína, en su estado nativo, está constituida por

dos cadenas polipeptídicas unidas por puentes disulfuro, existiendo, además, otros dos
puentes disulfuro intracatenarios en la cadena pesada. La estrategia utilizada consistió

en expresar una secuencia continua de nucleótidos que codifica ambas cadenas, unidas

por el fragmento peptídico que es procesado in vivo durante la maduración de la
semilla. Podía esperarse que el producto obtenido mediante una construcción de este
tipo poseyera unas propiedades estructurales muy similares a las de la proteína nativa,

pues el plegamiento de la misma in vivo debe producirse antes de que tenga lugar la
eliminación proteolítica del fragmento peptídico existente entre ambas cadenas

IMonsalve y col., 1991].

Las secuencias de aminoácidos deducidas de los clones obtenidos difieren ligera-

mente entre sí y respecto a la estructura primaria determinada a partir del alergeno
maduro aislado de las semillas. Este hecho confirma la existencia de un gran polimor-

fismo en este alergeno, lo cual ya había sido previamente detectado durante la elucida-

ción de la secuencia de aminoácidos mediante degradación de Edman [Menéndez-Arias
y col., 1988]. De hecho, algunas de las microheterogeneidades que aparecen en las

secuencias deducidas de los clones ya fueron encontradas en el alergeno nativo

(Menéndez-Arias y Rodríguez, datos no publicados>. Tal es el caso de los residuos
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correspondientes a las posiciones 6 y 36 de la cadena ligera (Arg/Gly y Ser/Gly,

respectivamente) y de las posiciones 73 y 81 de la cadena pesada (Arg/Pro y Lys/Gln).
En cuanto al resto del polimorfismo observado, es poco probable que pueda deberse a

artefactos de PCR, pues la frecuencia de error de la polimerasa Taq (10~ nucleó-

tidos/ciclo) es mucho menor que la cantidad de cambios que aparecen en las secuencias
obtenidas [Erlich y col, 1991j. Además, el número de cambios silenciosos (que no se
traducen en sustituciones de aminoácidos) es considerablemente mayor de lo que cabría
esperar estadísticamente (alrededor deI 75%). La principal diferencia entre las

secuencias deducidas de los clones respecto a la secuencia del alergeno nativo es que

todas ellas presentan una secuencia adicional de tres residuos entre las posiciones 54 y
55 de la cadena pesada. Esto puede deberse al distinto origen de las semillas utilizadas

para obtener los clones genómicos (españolas) y las que se usaron para aislar el

alergeno nativo (procedentes de EE.UU.).

Algunas de las heterogeneidades encontradas en las secuencias deducidas de los
clones se localizan en el péptido de conexión eliminado durante el proceso de madura-
ción de la proteína. Las heterogeneidades localizadas cerca de los sitios de procesa-
miento pueden jugar un papel importante en la maduración proteolítica de las proteínas

2S, ya que podrían afectar a los posibles motivos estructurales reconocidos por las
actividades endoproteolíticas implicadas en dicho proceso. Tales microheterogeneidades
pueden ser la causa de la existencia de moléculas de proteína madura con cadenas poli-
peptídicas de distinta longitud, lo cual ha sido observado en las napinas de la colza
[Monsalvey col., 1990]. Es un hecho bien establecido que los cambios evolutivos son

más rápidos en aquellas secuencias que codifican segmentos no funcionales o regiones

eliminadas durante el procesamiento postraduccional de las proteínas [Poljac y col.,

1976; Padían y col., 1975]. Este no parece ser el caso de la secuencia del péptido de
conexión de las albúminas 2S de crucíferas, pues si comparamos las secuencias deduci-
das de los clones obtenidos con las de otros genes conocidos de albúminas 2S (figura

41) se puede comprobar que la secuencia de dicho péptido está bastante conservada.
Existe una identidad superior al 65% entre todas las secuencias analizadas, identidad

que es igual o superior al 80% si excluimos de la comparación al clon AT252 de A.
thaliana, que es el que presenta un mayor número de cambios con respecto a los

demás. Un dato particularmente interesante en relación al procesamiento de estas
proteínas ip¿ vivo es la conservación en todas las secuencias conocidas, incluidos los

siete clones de S. alba, de los pares de residuos Phe-Asp (posiciones -9 y -8 de la

cadena pesada) y Asp-Asp (posiciones -5 y -4). Estos residuos han sido identificados

corno sitios de corte para una endoproteinasa ácida descrita en semillas de B. napus
como una de las enzimas implicadas en el proceso de maduración de las albúminas 2S

¶D’Hondt y col., 1993].
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Figura 41. Alineamiento de los péptidos de conexión de las proteínas 28. Los números se refieren a la
secuencia de la cadena pesada. Les guiones (-) indican identidad de secuencia; los asteriscos (*) señalan
residuos ausentes. Los residuos conservados en todas las secuencias se indican con barras en la parte
superior. Las secuencias proceden de las siguientes referencias: pNAPI, Ericson y col., 1983; napA,
JoseÑson y col., 1987; napB, Ericson y col., 1991; pNl y pN2, Crouch y col., 1983; gNA, Scoíield y
Croucli, 1987; BngNAPI, Baszczynski ycol.. 1990; pBA3, pAl-II ypBG9, Raynal ycol., 1991; AT2SI,
AT2S2 y AT2S4, Krebbers y col., 1988.
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Con el fin de expresar el alergeno recombinante en E. cali, se realizaron diversas

construcciones utilizando el clon 51N3. Dicho clon fue elegido por su mayor identidad

de secuencia con el alergeno aislado de las semillas. Cuando se intentó llevar a cabo

la expresión directa de rSinal en el citoplasma de E. cali, utilizando para ello los

vectores plN-lIl-A2 o pTrc99A, en ninguno de los dos casos se obtuvo producto detee-
table por anticuerpos específicos para el alergeno nativo. Esto puede deberse a varios

motivos. En primer lugar, el producto de estas construcciones puede ser inestable en
el citoplasma de las bacterias. Es un hecho muy común que los niveles de expresión de

proteínas heterólogas en el citoplasma de E. cali se encuentren limitados debido a que

dichas proteínas son reconocidas como extrañas y resultan degradadas [Wetzel y col.,

19831. Esto es particularmente frecuente en el caso de polipéptidos pequeños. Otras
posibles explicaciones de la ausencia de niveles detectables de expresión directa de

rSinal son la inestabilidad del RNA o la ineficiencia de la traducción. Se ha visto que,

en algunas ocasiones, los niveles de expresión pueden mejorarse usando secuencias que

estabilizan el mRNA [Panayotatosy Truong, 1981; Studier y Moffatt, 1986; Rosenberg

y col., 1987]. Asimismo, ha sido descrito en varias ocasiones que algunas secuencias

de nucleótidos pueden dificultar el inicio de la traducción cuando se encuentran

próximas al codón de iniciación, porque poseen algún tipo de estructura secundaria

capaz de interferir con el sitio de unión al ribosoma [lserentant y Fiers, 1980; GoId y
col., 1981; Wood y col., 1984]. Dado que sí hubo producción derSinal tanto en forma

de proteína de fusión como unida a un péptido señal (construcciones pCES3, pGEXS3

y ponípAS3> la ausencia de niveles detectables de traducción en las construcciones

pINS3 y pTrcS3 parece una explicación más plausible que la degradación total de los

correspondientes productos.

La expresión de rSinal unido al péptido señal de la proteína ompA produjo dos

polipéptidos insolubles con la misma secuencia N-terminal. Dicha secuencia corres-

ponde a la que cabría esperar como resultado de un correcto procesamiento del péptido

señal. Esto indica que el producto de la expresión es exportado al espacio periplásmico,
donde se acumula en un estado insoluble. El tamaño aparente del mayor de los dos

productos obtenidos (18.8 kDa) resultó ser significativamente superior al esperado para
rSinal (16.4 kDa). Sin embargo, esta discrepancia se debe con toda seguridad a la

escasa movilidad electroforética de esta proteína, pues esta circunstancia se da también

en el caso del alergeno nativo, que muestra un tamaño aparente de 16.5 kDa en PAGE-

SDS, siendo su tamaño real 14.1 kDa. De esta forma, el menor de los dos polipéptidos

obtenidos debe ser un fragmento de rSinal originado por una rotura proteolítica de la

molécula. En cualquier caso, dicho fragmento posee el tamaño suficiente como para ser
reconocido por el suero de conejo obtenido frente a la proteína nativa.
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Las proteínas de fusión C-LYTA-rSinal y GST-rSinal se produjeron también en

una forma mayoritariamente insoluble. La expresión de proteínas recombinantes en
bacterias frecuentemente conduce a la formación de polipéptidos inactivos que se

acumulan intracelularmente en forma de agregados insolubles llamados cuerpos de
inclusión [Marston, 19861. La formación de cuerpos de inclusión parece ser indepen-

diente del tipo de proteína expresada. En el caso de la expresión de proteínas

eucarióticas que poseen puentes disulfuro en su estado nativo, frecuentemente se
produce la formación de puentes disulfuro incorrectos, tanto intra- como intermole-

culares. Tal parece ser el caso de las proteínas de fusión C-LYTA-rSinal y GST-
rSinal, pues tras el aislamiento y lavado de los cuerpos de inclusión, su solubilización
requirió el uso de agentes reductores, junto con agentes desnaturalizantes como urea o

cloruro de guanidinio, para romper los puentes disulfuro y obtener las cadenas polipep-

tídicas monoméricas. La insolubilidad de rSinal no es un hecho sorprendente, pues se
sabe que las proteínas eucarióticas ricas en cisteina y prolina, como es el caso del
alergeno de la mostaza (8 Cys y 16 Pro, de un total de 145 residuos en rSinal), se
pliegan de forma ineficiente en E. cali [Wilkinsony Harrison, 1991]. Por tanto, con
toda probabilidad, los problemas de solubilidad encontrados a la hora de expresar

rSinal en E. cali tienen su origen en la dificultad de la correcta formación de los cuatro

puentes dísulfuro que posee la molécula nativa. De hecho, hasta la fecha, ninguna

albúmina 2S ha sido expresada en E. cali, y, sólo muy recientemente, se ha llevado a

cabo la producción de algunas de estas proteínas en levaduras [Pal y Biswas, 1995].

Para comprobar que la insolubilidad de rSinal no era debida a ningún factor de tipo

experimental, se probaron diferentes condiciones de cultivo. Así, y con todas las

construcciones utilizadas, se llevó a cabo la expresión a distintas temperaturas,
comprendidas entre 250C y 380C. También se probaron concentraciones de IPTG entre

0. 1 y 5 mM, y tiempos de inducción entre 1 y 10 h. En ningún caso, ni el rendimiento

ni la solubilidad de la proteína recombinante aumentaron de modo apreciable respecto

a las condiciones habituales descritas en la sección “Materiales y métodos’. La
solubilidad de rSinal tampoco se vio afectada por el método empleado para la lisis de

las células, ya que cuando, en lugar de la sonicación, se utilizó una prensa francesa, o

se trataron las células con lisozima y desoxicolato [Sambrooky col., 1989], el alergeno
recombinante obtenido también se encontró mayoritariamente en estado insoluble. Los
resultados tampoco variaron cuando, en lugar de las habituales células DH5aF’, se
utilizaron otras estirpes de E. cali, entre ellas una cepa deficiente en proteasas (tan-).
Finalmente, el carácter insoluble de rSinal tampoco puede achacarse a alguna

peculiaridad estructural del clon expresado (51N3), ya que se obtuvieron resultados

similares con los clones SIN!, 2, 4 y 7.
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Recientemente se ha descrito la capacidad del alergeno de la mostaza para

interaccionar con lípidos de membrana [Oñaderray col., 1994]. Este hecho, junto con
la actividad antifúngica de las napinas [Terrasy col., 1993], sugiere una posible
citotoxicidad de Sin a 1. Sin embargo, esta posibilidad debería ser descartada como la

causa de cualquier problema observado en la producción de rSinal por E. coti, pues los

cultivos transformados crecen con normalidad, y no se detectó en ningún caso la
pérdida del plásmido recombinante, o la aparición de mutantes.

El rendimiento en la producción de la proteína de fusión GST-rSinal fue más de

diez veces superior al obtenido para el alergeno expresado con péptido señal o como
proteína de fusión con el dominio C-LYTA. Además, la proteína de fusión GST-rSinal

posee un sitio de rotura por trombina que permite la liberación del alergeno
recombinante, lo cual constituye una ventaja adicional respecto a la proteína de fusión

C-LYTA-rSinal. Por estos motivos, fue la construcción pGEXS3 la finalmente elegida
para la obtención del alergeno recombinante de mostaza a ser empleado en los

posteriores ensayos inmunológicos. La expresión del clon 51N3 en esta construcción dio
lugar, además de a la proteína de fusión GST-rSinal, a diversos fragmentos de la

misma, entre los cuales destaca uno de unos 31 kDa que es intensamente reconocido
en inmunotransferencia por las IgE de pacientes alérgicos a mostaza. La aparición de

estos fragmentos es muy probablemente el fruto de diversas roturas proteolíticas de la

proteína de fusión, seguramente debidas al incorrecto plegamiento de la misma.

A pesar de encontrarse en poca cantidad, la forma soluble de la proteína de fusión
CST-rSinal pudo ser aislada mediante la incubación de la fracción soluble del lisado

celular con glutatión anclado a una matriz de Sepharosa. La posterior digestión con

trombina de la proteína unida a la matriz, permitió la obtención de rSinal en forma

soluble, y con sólo dos residuos adicionales en su extremo N-terminal. Todos los

ensayos inmunológicos llevados a cabo con esta forma del alergeno recombinante de

mostaza muestran que éste posee unas propiedades antigénicas y alergénicas muy

similares a las del alergeno nativo. La mayoría de los alergenos recombinantes
producidos hasta la fecha han sido analizados antigénicamente usando sólo técnicas de

inmunotransferencia, en las cuales las proteínas son previamente desnaturalizadas y que,

por tanto, se basan fundamentalmente en el reconocimiento de epítopos de carácter

secuencial. Por el contrario, la técnica del ELISA aquí utilizada permite también

estudiar epitopos conformacionales [Rafnal y col., 1992; Sidoli y col., 1993].
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La principal diferencia antigénica observada entre el alergeno nativo y la forma

recombinante estudiada, se encuentra en la unión al anticuerpo monoclonal 2B3, el cual

no reconoce en absoluto a rSinal, tanto en ensayos de inmunotransferencia como en
ELISA. Este anticuerpo reconoce un epítopo secuencial del alergeno de la mostaza,
localizado en su cadena pesada y en el que se halla involucrado el único residuo de

tirosina de la molécula. De hecho, de los diez anticuerpos monoclonales disponibles
frente a Sin a 1, 2B3 es el único que reconoce a la cadena pesada carboxiamido-
metilada, tanto en disolución como adsorbida a poliestireno [Menéndez-Ariasy col.,

19901. Este anticuerpo reconoce, además, a las cinco fracciones alergénicas (Bra j 1)

obtenidas de semillas de mostaza oriental (Brass ¿ca juncea), pero no a Las albúminas 2S

aisladas de otras especies de crucíferas [Monsalve,datos no publicados]. Si compara-
mos las secuencias de aminoácidos en la región de la cadena pesada próxima a la

tirosina en las proteínas 2S reconocidas por el monoclonal 2B3 y en la del clon

expresado (figura 42) parece claro que la causa de la ausencia de unión de rSinal a

dicho anticuerpo debe ser la existencia de los tres residuos adicionales LQH entre las

posiciones equivalentes a los residuos 54 y 55 de la cadena pesada del alergeno Sin a

1 aislado de las semillas. La pérdida de la unión a 2B3 por parte de la secuencia
recombinante producida confirma, por tanto, la existencia de un determinante antigénico

secuencial en la cadena pesada del alergeno de la mostaza, en el que participarían

residuos situados entre las posiciones 50 y 60 de dicha cadena, y que resultaría
destruido por la inserción de los ya mencionados tres aminoácidos.

50 60
Brají ...QQLQH---EISRIYQTATHLP

Sinaí ... QQGPH- - -VISRIYQTATHLF

51N3 .,.QQGPHLQH\TISRIYQTATHLP

Figura 42. Secuencias de Era j 1 (alergeno principal de la mostaza oriental), Sin a 1 y el clon 51N3

alrededor de la tirosina de la cadena pesada.
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Los otros dos anticuerpos monoclonales utilizados en la caracterización de rSinal
(105 y 3G3) pertenecen a distintos grupos de complementación y reconocen
determinantes antigénicos de carácter conformacional [Menéndez-Ariasy col., 19%].

Los resultados de los ensayos de inhibición en ELISA de la unión de dichos anticuerpos

al alergeno nativo unido a fase sólida (figura 25>, muestran que rSinal conserva las dos

regiones inmunodominantes identificadas en el alergeno nativo. Las ligeras diferencias

observadas entre las formas nativa y recombinante del alergeno de la mostaza en su
unión a los monoclonales 1G5 y 3G3, así como en la unión a las ¡gE de pacientes

alérgicos, son muy probablemente debidas al hecho de que el alergeno aislado de las
semillas presenta un significativo grado de polimorfismo. Por el contrario, rSinal es
una especie molecular pura, lo cual puede conducir a un comportamiento antigénico

ligeramente distinto. Esto podría explicar, por ejemplo, la mayor afinidad observada en

la interacción del anticuerpo monoclonal 3G3 con la forma recombinante respecto a la

proteína nativa.

En cuanto a la interacción con ¡gE de pacientes alérgicos, de los ensayos realizados

con rSinal no pueden extraerse datos concretos a nivel de epítopos, pues se utilizó una

mezcla de sueros de los cuales se desconoce su especificidad. Sí puede afirmarse, sin
embargo, que algunos de los determinantes alergénicos de Sin a 1 son de carácter

secuencial, pues la proteína recombinante es reconocida por las ¡gE de pacientes
alérgicos en inmunotransferencia después de una electroforesis en condiciones

reductoras.

La forma soluble aislada de rSinal presenta una gran resistencia a la acción

proteolítica de la tripsina, pues, tras 20 h de digestión en condiciones óptimas, sólo
pierde unos 1300 Da. Este comportamiento es indistinguible del que muestra el alergeno

nativo, pero no es compartido por la forma recombinante obtenida a partir de la
fracción insoluble de la proteína de fusión GST-rSinal, lo cual sugiere un incorrecto

plegamiento de esta última. La resistencia a tripsina, junto con la gran semejanza en su

comportamiento antigénico y alergénico, permite suponer que la fracción soluble de
rSinal posee una estructura prácticamente idéntica a la del alergeno nativo. Estos
resultados confirman, por tanto, la validez de la estrategia experimental utilizada,

consistente en expresar el alergeno Sin a 1 en su forma de precursor, ya que el

polipéptido obtenido no sólo puede plegarse correctamente, sino que, además, el
segmento peptidico adicional (ausente en la proteína madura) no interfiere de modo
significativo con las propiedades antigénicas ni alergénicas de la molécula. Sin
embargo, dado el escaso rendimiento obtenido, la producción en gran escala del
alergeno recombinante de mostaza requeriría la utilización de algún otro sistema de

expresión que favorezca el correcto plegamiento de esta proteína.
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CARACTERIZACION ALERGENICA DE Sin a 1

Las IgE de tres de los sueros de pacientes alérgicos a la mostaza utilizados (un total
de 18) reconocieron muy intensamente a la cadena pesada de Sin a 1 en ensayos de

inmunotransferencia. Este hecho, más que como una diferencia de especificidad, quizás
deba ser interpretado como el resultado de una mayor reactividad, pues los tres sueros
en cuestión poseen un valor de RAST de 6. Sin embargo, no es posible descartar

totalmente la existencia de epítopos secuenciales que sean reconocidos de modo
preferente por esos tres sueros, pues el de otro paciente (señalado con el número 18 en
la figura 29), también con RAST 6, reconoce sólo muy débilmente a la cadena pesada

del alergeno.

Los ensayos de titulación de ¡gE en ELISA, parecen indicar que los epítopos
alergénicos de Sin a 1 son de carácter preferentemente conformacional, ya que las
cadenas aisladas del alergeno no son reconocidas de modo significativo por las IgE de
los pacientes. Es de destacar la gran diferencia existente entre los resultados obtenidos

por medio de ELISA y los de inmunotransferencia, pues en estos últimos, las IgE de
los pacientes (la misma mezcla de sueros utilizada en ELISA) si reconocen muy

intensamente a la cadena pesada del alergeno. Esta circunstancia dificulta la
interpretación de los resultados, ya que es prácticamente imposible discernir el efecto

que la unión al soporte sólido puede tener sobre los determinantes antigénicos de la

molécula.

Existen numerosas evidencias que indican que las proteínas experimentan cambios

conformacionales al ser adsorbidas a superficies sintéticas, obtenidas tanto a partir de

estudios físicos [Soderquisty Walton, 1980] como mediante métodos inmunoquimicos

[Kennel,1982; Holland y Katchalski-Katzir, 1986; Stevens y col., 1986]. Se cree que
la adsorción pasiva de proteínas en superficies como el poliestireno o Ja nitrocelulosa
es el resultado de la formación de fuertes uniones hidrofóbicas [Gardasy Lewartowska,
1988; Kenny y Dunsmoor, 1983]. Tales interacciones promueven cambios
conformacionales que favorecen un mayor grado de exposición de los residuos
hidrofóbicos [Conradie y col., 1983]. Dichos cambios conformacionales pueden

conducir incluso a la aparición de epitopos nuevos, no presentes en la proteína en

disolución [Friguet y col., 1984; Mierendorf y Diamond, 1983; Stevens y col., 1986;

Vaidya y col, 1985]. Al contrario que en el caso del poliestireno, se han realizado

pocos estudios acerca de las características de las proteínas adsorbidas a nitrocelulosa.

En el caso de las inmunotransferencias, los cambios en la inmunorreactividad pueden

ser debidos al proceso electroforético, la reducción de los puentes disulfuro, al proceso

de transferencia o a cambios conformacionales resultantes de la adsorción. Puesto que
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las fuerzas implicadas en la adsorción a nitrocelulosa son similares a las que participan
en la unión a plástico [Bers y Garfin, 1985; Gershoni y Palade, 1982; Towbin y
Gordon, 19841, cabe esperar que los cambios conformacionales debidos al proceso de
adsorción sean los mismos en ambos casos. Por tanto, las diferencias de reactividad con
IgE de la cadena pesada de Sin a 1 en ELISA y en inmunotransferencia deben ser,
principalmente, resultado de los procesos electroforéticos y/o de transferencia llevados
a cabo sobre la proteína previamente a su adsorción en nitrocelulosa.

La resistencia del alergeno de la mostaza a la acción de proteasas in vitra sugiere

que éste atraviesa el tubo digestivo sin sufrir notables modificaciones en su estructura,
lo que querría decir que la mayoría, si no todos, los epítopos reconocidos por las ¡gE

de pacientes alérgicos estarían presentes en la proteína nativa. En este sentido apuntan

también los resultados de la unión de ¡gE de pacientes alérgicos a mostaza a Sin a 1
digerido con tripsína. La estabilidad gastrointestinal de los alergenos alimentarios es una
característica muy importante, pues la patogénesis de la alergia a alimentos requiere la

penetración del alergeno o de fragmentos altamente inmunogénicos del mismo a través
de la barrera de la mucosa intestinal [Walker, 1987]. La determinación de los dominios

resistentes a la acción de las proteasas gastrointestinales en un alergeno alimentario

resulta, por tanto, crucial para la comprensión de los mecanismos responsables del

desarrollo de la reacción alérgica.

En inmunotransferencia, las napinas de la colza BnIb y BnIII se comportan de

forma indistinguible a Sin a 1 en lo que se refiere a su unión a ¡gE de pacientes
alérgicos a mostaza. No ocurre lo mismo con las IgG de conejo obtenidas frente a Sin

a 1, las cuales reconocen a BnIIl, pero no a BnIb. Esto indica que ambos tipos de

anticuerpo están reconociendo distintos epitopos en estas proteínas. Dada la ausencia
de unión a las napinas de bajo peso molecular (Bnlb), es probable que las IgG de

conejo estén dirigidas principalmente hacia la denominada región hipervariable de las

proteínas 2S [Ampeycol., 1986; Krebbers y col., 1988], localizada, aproximadamente,

entre los residuos 39 a 56 de la cadena pesada de Sin a 1. En la correspondiente región
de Bnlb existe una deleción de ocho aminoácidos que afecta a los residuos equivalentes

a las posiciones 39 a 46 de la cadena pesada de Sin a 1 y en la secuencia contigua,

hacia el extremo C-terminal, con la que presenta el alergeno de mostaza en esa misma

región (figura 43). Tales variaciones son, posiblemente, la causa de la ausencia de

unión de los anticuerpos de conejo a BnIb, pero no parecen afectar a la unión de las ¡gE
de pacientes alérgicos a mostaza.
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Si comparamos las secuencias de aminoácidos de las cadenas pesadas de Sin a 1,

BnIb y Bn¡I¡ (figura 43), podemos ver que la región más similar de Bn¡b respecto a las
otras dos, es la mitad N-terminal de dicha cadena polipeptídica (residuos 1-38). Esta

región es, además, una de las más expuestas en la estructura tridimensional de la

proteína nativa (figura 44>, por todo lo cual, es posible sugerir que la zona N-terminal

de la cadena pesada de Sin a 1 contenga residuos implicados en algún epítopo
alergénico importante. Por otra parte, la eliminación de los seis residuos C-terminales

de la cadena pesada de Sin a 1 no conlíeva apenas pérdida de unión a ¡gE, por lo que,
a pesar de que esta región de la proteína también es una de las más expuestas, hay que

descartar que posea importancia en la alergenicidad de la molécula.

1 10 20 30 40 50

Sin a 1 PQGPQQRPPLLQQCCNELUQEEPLCVCPTLKGASKAVKQQVRQQLEQQGQ

BnIb QSGPQQGPWLREQCCNELYQEDQVCVCPTLKQAAXSVR VQGQ
* *

BnIII PQGYQQRPPLLQQCCNELHQEEPLCVCPTLICGASRAVICQQVRQQQGQQGQ
*

60 70 80
Sinal QGPHVISRIYQTATHLPKVCNIPQVSVCPFICKTMPGPS

BnIb HGPFQSTRIYQIAXNLPNVCNNKQIGTCPFIAI
*

BntI 1 QLQQVISRIYQTATHLPRVCNIPQVSVCPFQKTMPGPS
*

Figura 43. Secuencias de aminoácidos de las cadenas pesadas de las napias BnIb y BnlII, mostradas en
comparación con la cadena pesada del alergeno Sin a 1 (secuencia superior). Bajo cada secuencia, los

residuos conservados aparecen señalados con barras y los cambios conservativos se indican con un
asterisco.
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Dado que, hasta la fecha, no existen datos experimentales que avalen la posible
existencia de restricción en la expresión del isotipo de un anticuerpo con una
determinada especificidad, el hecho de que las IgG de conejo y las ¡gE de pacientes
alérgicos estén dirigidas, aparentemente, hacia distintas regiones de la molécula de Sin
a 1, sugiere una probable influencia de la vía de inmunización (intravenosa en el primer

caso, digestiva en el segundo) sobre la localización de los principales determinantes
antigénicos de la proteína.

Los resultados de las reacciones cruzadas de Sin a 1 con las proteínas 2S de
semillas de fi. napas no permiten extraer conclusiones muy generalizables, ya que sólo
se dispuso del suero de un único paciente alérgico a colza. A pesar de todo, en los
ensayos de inmunotransferencia sí pueden destacarse dos resultados. En primer lugar,

la especificidad de las ¡gE del paciente sensible a colza parece ser más similar a la de

las IgG de conejo que a la de las 1gB de pacientes alérgicos a mostaza. En efecto, la

escasa unión de Bn¡b a las ¡gE específicas de colza sugiere que éstas se encuentran

principalmente dirigidas a una región distinta a la que reconocen preferentemente las

1gB frente a mostaza. Dado que, en el caso clínico estudiado, las napinas de la colza
actúan como aeroalergenos, este hecho apoya la idea, apuntada anteriormente, de que
la vía de inmunización afecta a la especificidad de las ¡gE. En segundo lugar, al igual

que ocurre con las ¡gE de pacientes alérgicos a mostaza, la unión observada para los

oligómeros de las proteínas 2S (dímeros, trímeros, etc.) es, proporcionalmente, bastante
superior a la obtenida para el monómero. Por ahora, no se dispone de ningún dato que

permita saber si este fenómeno tiene alguna importancia in vivo o si sólo se trata de un
artefacto experimental, aunque el hecho de que estas albúminas 2S posean una gran
tendencia a la agregación podría conducir a la existencia de anticuerpos específicos para

los oligómeros.

Hay que señalar que ésta es la primera vez que se describen las proteínas 2S de
semillas de colza como alergenos atópicos, si bien se requerirá el estudio clínico de más
pacientes para poder adjudicar a dichas proteínas la categoría de alergenos principales.
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MODELIZACION DE LA ESTRUCTURA TERCIARIA DE Sin a 1

Durante la preparación de la presente Memoria, ha sido determinada mediante

RMN la estructura tridimensional de la napina de bajo peso molecular, BnIb. Este logro

ha sido llevado a cabo en el laboratorio del Dr. Manuel Rico, del Instituto de Estructura

de la Materia del CSIC (Madrid>, en colaboración con nuestro grupo de investigación.

La disponibilidad de las coordenadas atómicas de una proteína homóloga al alergeno de
la mostaza, ha permitido realizar una primera aproximación teórica a la estructura

terciaria de Sin a 1. Para ello se utilizó el programa lnsightíl, versión 2.1.2 (Biosym
Technologies) en una estación de trabajo Silicon Graphics tipo Iris 4D/3¡OV6X. El
modelo obtenido se muestra en la figura 44. Unicamente se modelizaron las regiones
de Sin a ¡ que poseen un alto grado de identidad con la secuencia de la napina Bn¡b.
Dada la homología de las albúminas 2S de crucíferas, cabe esperar que la estructura de
dichas regiones se encuentre altamente conservada en todas estas proteinas.

Pueden destacarse varios aspectos importantes en la estructura modelo. En primer
lugar, el alto grado de compactación de la molécula, que explicaría su gran resistencia

a proteasas. También resulta destacable el elevado contenido en hélice a, que ya había
sido predicho anteriormente a partir de los datos de dicroísmo circular [Menéndez-Arias
y col., 1987]. Por último, cabe resaltar que las dos regiones más expuestas de la cadena

pesada son el extremo N-terminal y la región hipervariable. Esto apoya la idea

anteriormente expuesta de que dichas regiones juegan un papel importante en el

reconocimiento por anticuerpos (¡gE de pacientes e ¡gG de conejo).





CONCL USIONES

Se ha desarrollado un método simple y eficiente para donar secuencias genómicas

de albúminas 2S de semillas de crucíferas mediante su amplificación por PCR,

utilizando como cebadores oligonucleátidos que codifican los extremos N-terminal

de la cadena ligera y C-terminal de la pesada. La secuencia donada, por tanto,

comprende la región que codifica las dos cadenas polipeptídicas presentes en la

proteína madura, así como la secuencia que las une y que es eliminada iii vivo
durante el procesamiento proteolítico del precursor.

2.- Se ha determinado la secuencia de siete clones genómicos de Sin a 1. Las corres-

pondientes secuencias de aminoácidos deducidas difieren ligeramente entre ellas y

respecto a la estructura primaria determinada a partir del alergeno nativo mediante

degradación de Edman. Este hecho confirma la naturaleza polimórfica de Sin a 1.

3.— Ha sido posible expresar en E. cali una proteína de fusión del alergeno de la

mostaza con la glutatión-S-transferasa de Schistosama japonicum, que retiene la

mayor parte de la reactividad antigénica del alergeno nativo. En un futuro próximo,
la obtención de mutantes puntuales y formas truncadas de este alergeno recombi-

nante permitirá profundizar en el estudio de las relaciones estructura-alergenicidad

en Sin a 1.

4.- El alergeno Sin a 1 es resistente a la hidrólisis con pepsina, así como al tratamiento

con extracto gástrico humano. Su digestión con tripsina y/o quimotripsina

únicamente libera el extremo N-terminal de la cadena ligera y el C-terminal de la

pesada, quedando intacto el resto de la molécula. Dicho tratamiento no afecta de
¡nodo significativo a su capacidad de unión a ¡gE. Estos resultados sugieren que Sin

a 1 atraviesa el tubo digestivo sin sufrir ninguna modificación importante en su

estructura.

5.- Los resultados de reactívídad cruzada con las napinas de la colza sugieren que la
región N-terminal de la cadena pesada del alergeno de la mostaza puede estar

implicada en el reconocimiento por IgE de individuos sensibles. Por otra parte, los
anticuerpos desarrollados en conejo frente a Sin a 1 parecen reconocer otra zona

distinta de la molécula, probablemente la denominada región hipervariable,
comprendida entre los residuos 39 a 56 de la cadena pesada.



CONCLUSIONES

6.- Las albúminas
primera, como

de la harina de

2S de semillas de colza (fi. napas> han sido descritas, por vez

alergenos atópicos para un individuo hipersensible a la inhalación
dichas semillas.

7.- A partir de la recientemente elucidada estructura tridimensional de la napina de
bajo peso molecular BnIb, se ha llevado a cabo una modelización de las regiones

conservadas en Sin a 1. La estructura modelo muestra un alto grado de exposición

de las regiones propuestas como inmunodominantes en esta proteína, es decir, la

región N-terminal de la cadena pesada y la zona comprendida entre los residuos 39

y 56 de la misma cadena (punto 4>.
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