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Abstract

Hev b 6.02 (hevein), identified as a major allergen from natural rubber latex, is involved
in the latex-fruit syndrome and also acts as a pathogenesis defense-related protein. Its
3D structure has been solved at high resolution, and its linear epitopes have already
been reported. However, information about conformational epitopes is still
controversial, even though it is relevant for the study of allergen—antibody molecular
interactions. This work is focused on the structural characterization of putative B-cell
epitopes of Hev b 6.02 based on molecular modelling and in vitro experiments using
recombinant antibodies. We obtained a murine monoclonal antibody (mAb 6E7) and
three anti-Hev b 6.02 human single chain fragments (scFvs A6, H8 and G7) that were
able to compete for hevein binding with serum IgEs from latex allergic patients. A
synergistic blocking effect of tested antibodies was observed, indicating that they may
bind to different regions of the Hev b 6.02 surface. In vitro assays showed that the mAb
6E7 and scFv H8 recognized the area of Hev b 6.02 where the aromatic residues are
exposed; while the scFv G7 bound the amino and carboxy-terminal regions that lie close
to each other, as a different epitope. The structural modelling of the Hev b 6.02—scFv
H8, Hev b 6.02-scFv A6 and Hev b 6.02—scFv G7 complexes revealed the putative
regions of three conformational epitopes. In one of these, the aromatic residues, as well
as polar side chains are important for the interaction, suggesting that they are part of a
dominant conformational epitope also presented on the Hev b 6.02-IgE interactions.
Identified antibodies could be useful for diagnostic and therapeutic studies, as well as

for the treatment of latex allergy.



Resumen

Este trabajo es enfocado en la caracterizacion estructural de los epitopos putativos
conformaciones del principal alergeno del latex Hev b 6.02, basado en modelaje
molecular y experimentos in vitro utilizando anticuerpos recombinantes. Obtuvimos
un anticuerpo monoclonal murino (mAb 6E7) y tres fragmentos variables de cadena
sencilla (scFvs A6, H8 and G7) especificos a Hev b 6.02 que son capaces de
competir por la unién de Hev b 6.02 con las IgEs de suero de pacientes.
Encontramos un efecto bloqueador sinergista en presencia de varios anticuerpos
juntos, indicando que ellos reconocen regiones diferentes de la superficie de este
alergeno. Los experimentos in vitro, los cuales se centran en inhibiciones por
ELISA y experimentos de fluorescencia muestran que los anticuerpos 6E7 y H8
reconoce el area donde los tript6fanos estan expuestos al disolvente; mientras que el
anticuerpo scFv G7 reconoce la region amino y carboxilo-terminal, las cuales se
encuentran cercanas, estableciendo a este como un epitopo diferente. Los modelos
estructurales del acoplamiento entre los complejos Hev b 6.02-scFv H8 y Hev b
6.02-scFv G7 revelaron las regiones putativas de los dos epitopos conformacionales.
En uno de ellos, los residuos aromaticos, asi como algunos residuos polares son
importantes para la interaccién, sugiriendo que estos forman parte de un epitopo
conformacional también presente en la interaccion de Hev b 6.02-IgE. Los
anticuerpos identificados en este trabajo pueden ser herramientas esenciales para el

diagnostico, asi como para el tratamiento contra la alergia al latex.



1 INTRODUCCION

1.1 MECANISMOS EN EL PROCESO ALERGICO
1.1.1 CONCEPTO DE ALERGIA

El sistema inmune humano presenta un alto grado de organizacién celular y
molecular en la defensa contra sustancias extrafias (antigenos). Sin embargo, puede
presentar alteraciones que generan mecanismos de respuesta exagerada o adversa al
propio individuo. Dentro de este tipo de respuestas se encuentran las reacciones de
hipersensibilidad (clasificadas por Coombs y Gell en Tipos I a VI), en las cuales se
desarrolla una respuesta inmune inadecuada contra algunas sustancias extrafias, o

1,2,3 .
*>°. La alergia

inclusive, contra aquellas que no debieran ser consideradas como tales
(del griego allos ergo, reaccion alterada) o hipersensibilidad inmediata (Tipo I) se
manifiesta contra una cierta clase de antigenos denominados alergenos, ya sea proteinas
o haptenos (farmacos), los cuales se caracterizan por interactuar con inmunoglobulinas
de tipo E (IgE). La manifestacion clinica de esta respuesta depende de factores como la

predisposicion genética, la via de entrada del alergeno y el ambiente en el cual se

g . 4
encuentra el individuo™.



1.1.2 MECANISMOS GENERADORES DE LA RESPUESTA ALERGICA

La fase de sensibilizacion, periodo en el cual se producen anticuerpos IgE’s
especificos para cada alergeno, inicia desde el primer contacto de estos con el
organismo. Recientemente se ha observado que los alergenos al entrar a un organismo
interaccionan con receptores tipo Toll, sobre todo TLR-2, localizados en la superficie de
células presentadoras de antigeno (APC), como las células dendriticas (CD) y células

NK (natural killers) maduras”.

Estas células capturan a los alergenos, los procesan y mas tarde presentan en su
superficie pequefios péptidos unidos a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo II (MHC-II). Dicho complejo es presentado a receptores de
linfocitos T virgenes (TCR), que una vez unidos en presencia de moléculas co-
estimuladoras activan cascadas se sefializacion en el linfocito T CD4", provocando la
liberacion de citocinas como Interleucina 4 (IL-4) e Interleucina 10 (IL-10). Estas
estimulan la induccién de la respuesta de células especializadas en la defensa contra

patogenos extracelulares, también llamadas células T helper tipo 2 (Th2)°.

Las condiciones que favorecen la respuesta de células Th2 permiten la expresion
de un grupo de genes codificados en el cromosoma humano 5q31-33 dando lugar a la
liberacion de mas y mayor cantidad de citocinas, tales como IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 IL-9,
IL-10 y IL-13, asi como al factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos
(GM-CSF), las cuales favorecen la proliferacion de mastocitos, basofilos y eosin6filos”
89 Los linfocitos B son estimulados por las IL-4 ¢ IL-13 en forma soluble, asi como
por CD40L, presente en la superficie de los linfocitos T, que al interaccionar con sus
receptores especificos (IL-4R, IL-13R y CD40, respectivamente) sinergizan la
expansion clonal, la diferenciacion a células plasmaticas y el cambio de isotipo hacia la

produccién de anticuerpos IgE® .

Los individuos atdpicos (del latin a + topos, "sin lugar", "desubicado") presentan
una predisposicion genética a reaccionar ante la estimulacion de concentraciones bajas

de alergenos, generando una respuesta parcial de células B y no de centros germinales



maduros, observandose que el cambio de isotipo a IgE se produce en grandes

. 10
cantidades .

El fragmento cristalizable (Fc) de estas IgE’s se encuentra mayoritariamente
anclado a la superficie de células cebadas (mastocitos), basofilos, monocitos, en células
dendriticas y células de Langerhans por receptores de alta afinidad especificos
(FceRI)"'°. Por otra parte, estas inmunoglobulinas también se encuentran en la
superficie celular de linfocitos B, a través de los receptores de baja afinidad FceRII y
CD23'" !> En el momento que dos moléculas de IgE, ancladas a receptores de alta
afinidad, reconocen estructuralmente a un alergeno o a alergenos multivalentes se
desencadena la activacion de mastocitos, basofilos y eosindfilos, por medio de cascadas
de senalizacion. Estan derivan en la produccion de citocinas IL-3, IL-4, GM-CSF y
factores de crecimiento'!, asi como en la desgranulacion, en tejidos especificos, de
mediadores como histamina, prostaglandinas y leucotrienos, enzimas como triptasa y
quimasa, neuropéptidos y productos del rompimiento de factores del complemento, los
cuales en conjunto generan la respuesta inmediata de la alergia® . La interaccion
alergeno-IgE-FceRI también conduce a la proliferacion y diferenciacion de células B en
células plasmaticas especializadas para la produccion de IgE’s circulantes especificas

contra dicho alergeno (Ver Figura 1)".
1.1.3 MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA ALERGIA

Las manifestaciones inmediatas de la hipersensibilidad tipo I se obtienen a través
de la liberacion de histamina, prostaglandina y otros mediadores preformados, los
cuales se unen a receptores especificos ubicados en las células endoteliales vasculares
ocasionando vasodilatacion, contraccion del musculo liso, hipersecrecion mucosa y
edema (ver Figura 1)'°. El tipo de manifestacion clinica asi como su severidad
dependeran de la via de entrada y de la sensibilidad de cada individuo. Por lo cual, los
sintomas de una respuesta alérgica pueden ser hinchazén, secrecidon mucosa e irritacion
del tracto respiratorio para aquellos alergenos que ingresan al organismo por via aérea,
mientras que se presentan urticaria local, aparicion de ronchas y dermatitis para
alergenos que penetran por membranas mucosas o piel. En ocasiones muy severas se

presentan cuadros agudos (choques anafilacticos) que pueden ocasionar la muerte'.



La respuesta inmediata da paso al desarrollo de una fase tardia que se produce de
ocho a doce horas después de la exposicion del alergeno, ya que el reclutamiento de
basofilos, eosinofilos y células Th2 en el sitio de reaccidon causan una segunda fase de
contraccion del musculo liso, provocando edema y bloqueo de las vias aéreas
superiores, manifestaciones clinicas del asma. Una exposicion continua al alergeno
puede generar una respuesta cronica inflamatoria, claramente observada en la dermatitis

atopica y en el asma alérgico-crénico'.

Figura 1. Representacion de los procesos de sensibilizacion y fase efectora de la Hipersensibilidad

Tipo 1



1.1.4 HIPOTESIS SOBRE EL INCREMENTO DE LAS ALERGIAS

Actualmente existen reportes donde se indica que los alergenos afectan a casi 500
millones de personas en el mundo, la mayoria ubicados en paises industrializados, con
un aumento significativo en afios recientes sobre todo en paises en vias de desarrollo'.
Existen tres hipdtesis que explican el por qué de este aumento. La primera, denominada
“hipotesis de la higiene o de la selva”, indica que la falta de exposicion a agentes
infecciosos y a endotoxinas durante los dos primeros anos de vida inhiben la
estimulacion de células mononucleares (CD y NK), a través de receptores tipo Toll,
desencadenando una elevacion de la respuesta TH2’. La segunda llamada “hipétesis de
la microflora” establece que la perturbacion de la flora intestinal normal a causa del uso
exagerado de antibioticos y la incorporacion de alimentos industrializados en la dieta
disminuyen la tolerancia inmunoldgica e incrementa las enfermedades alérgicas'’. La
ultima hipotesis denominada “de la contaminaciéon ambiental” establece que varios
contaminantes como las particulas suspendidas de diesel, polvo de guantes o el humo
del tabaco son capaces de cambiar la respuesta de células T al patron de secrecion

Th2'8,

1.1.5 CARACTERISTICAS DE LOS ALERGENOS PROTEICOS

Actualmente existen 7 bases de datos sobre alergenos proteicos, destacando la base
SDAP (Structural Database of Allergenic Proteins), la cual contiene la secuencia de 737
alergenos e isoalergenosy la informacion sobre las estructuras tridimensionales de 45 de

ellos, reportados en el PDB*" ?!

. Los alergenos son nombrados de acuerdo a su origen
taxondmico, las primeras tres letras describen al género, seguidas por la primera letra de
la especie y un numero ardbigo, el cual es designado consecutivamente segin su
aparicion como alergeno. Los isoalergenos (variantes de un mismo alergeno) se
nombran con un punto y nimeros consecutivos después del nombre del alergeno™.

La Organizacion Mundial de la Salud, junto con la Unioén Internacional de las
Sociedades de Inmundlogos, ha creado la base de datos oficial donde cada alergeno

. . . .22 . .y
nuevo es reportado estableciendo su origen e importancia™. Esta consideracion se

realiza con base en la prevalencia de cada alergeno, es decir el porcentaje de individuos



alérgicos sensibilizados al mismo. Los alergenos clasificados como “principales” son

aquellos presentan una prevalencia de hasta el 50% en poblaciones alérgicas.

Los alergenos proteicos reportados hasta el momento provienen de fuentes muy
diversas, inclusive de origen humano; sin embargo, se han clasificado de acuerdo a
algunas caracteristicas comunes, como su actividad bioldgica (proteinas relacionadas a
la patogénesis, enzimas, proteinas que unen calcio o transportan lipidos, etc.), su
estabilidad por resistencia a proteasas o a agentes desnaturalizantes (presencia de
puentes disulfuro o modificaciones postraduccionales, etc.) o presencia de motivos

estructurales comunes24’ 25.

En 1998 se realizo el primer andlisis comparativo de las escasas estructuras
tridimensionales de alergenos reportadas en el PDB (Protein Data Bank), estableciendo
de manera muy general que todas ellas presentaban una forma mas esférica que
eliptica®®. Estudios posteriores dieron lugar a una clasificacion basada en la estructura
secundaria de 40 proteinas alergénicas provenientes de diversas fuentes, proponiéndose
cuatro familias estructurales definidas: tipo hélice a, hebras [ antiparalelas, hojas J3
antiparalelas asociadas intimamente a hélices o y hojas [} antiparalelas-hélices a poco
asociadas”’. Furmonaviciene y col. (2001) establecieron al motivo a-p estabilizado por
una cisteina como una familia estructural predominante en algunos alergenoszg. No
obstante, hasta el momento no se ha demostrado que la presencia de caracteristicas
estructurales especificas defina a un alergeno como tal, inicamente se ha propuesto que
sus propiedades intrinsecas estén relacionadas con la capacidad de inducir una respuesta

TH2 e interactuar con IgE’s”.
1.1.6 REACTIVIDAD CRUZADA

Dos alergenos presentan reactividad cruzada solo si comparten caracteristicas
estructurales similares, lo que hace que sean reconocidos por anticuerpos IgE de sueros
de pacientes que se han producido por sensibilizacién hacia alguno de los dos. Es
interesante mencionar que en la mayoria de los casos, todos los alergenos que presentan
reactividad cruzada tienen un plegamiento similar, con mas del 70% de identidad en la

secuencia de aminoécidos; sin embargo, alergenos con plegamiento similar pueden no



mostrar reactividad cruzada®’,

En 2001, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion para el
Alimento y la Agricultura (FAO) propusieron que una proteina es potencialmente
alergénica si presenta una identidad minima del 35% en un intervalo de 80 aminoacidos
comparada con un alergeno conocido y al menos 6 aminoacidos idénticos contiguos,

ademas se debe confirmar la estabilidad de la proteina y su union a las IgEs*®*" 2.

El intervalo de valores para las constantes de afinidad de la interaccion Ab-Ag
varia de 10’ a 10'° M, 1o cual corresponde a una diferencia maxima de energia libre de
aproximadamente 40 kJ mol. Esto implica que dos alergenos homologos que presentan
pequefias diferencias en el nimero de interacciones con anticuerpos IgE de pacientes,
por ejemplo, puentes de hidrogeno (con energias de 2-8 kJ mol™) pueden hacer no
detectable la unién con alguno de los dos™; de ahi que alergenos con plegamiento
similar pero con diferencias en la secuencia de aminodcidos puedan no presentar

reactividad cruzada.



1.2 CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA INTERACCION
ALERGENO-ANTICUERPO

1.2.1 ESTRUCTURA DE ANTICUERPOS

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son proteinas producidas por células B
plasmaticas que tienen una estructura comun de cuatro cadenas peptidicas. Esta
estructura se forma de dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) idénticas. Las
cadenas pesadas poseen entre cuatro (IgG, IgD e IgA) y cinco (IgM e IgE) dominios de
acuerdo a su isotipo; en la parte amino terminal se encuentra la region variable (VH)
seguida de tres o cuatro regiones constantes (CH’s). Las cadenas ligeras presentan solo
un dominio variable (VL) y un dominio constante (CL) (Figura 2). Los dominios
constantes varian de tres a cuatro dependiendo el isotipo de la inmunoglobulina, algunos
de estos dominios muestran los sitios de unidn a receptores especificos presentes en la

superficie de varios tipos celulares.

El entrecruzamiento es decir, la unién entre antigeno-anticuerpo-receptor-célula
permite la activacion celular especifica para llevar a cabo funciones diferentes, es por
eso que la parte constante que se une a los receptores se conoce como parte efectora,
mientras que los dominios variables son los que estan involucrados en el
reconocimiento al antigeno®®. Cada dominio consta de siete (constante) o nueve
(variable) hebras B empacadas en forma de un sdndwich de hoja B y cada una de estas
estructuras se asocia de manera no covalente con su contraparte similar para formar un
barril B antiparalelo. En el caso especifico de la asociacion de los dominios VL y VH, la
Cys214 de la VL forma un puente disulfuro con la Cys229 de la VH>. Esta asociacion
permite que seis asas, denominadas regiones determinantes de la complementariedad
(CDRs), generen el sitio de reconocimiento a antigeno o regiones hipervariables. Tres
asas provienen del dominio VL (L1, L2 y L3) y tres del dominio VH (H1, H2 y H3), y
todas ellas son flanqueadas por regiones muy conservadas denominadas marco o
framework (Figura 2)*°. Los CDRs muestran la tasa de variabilidad mas grande con
respecto a las demds regiones de un anticuerpo, tanto en secuencia como en el nimero
de aminodcidos, generando gran diversidad quimica para el reconocimiento potencial de

muchas estructuras antigénicas de diferentes fuentes. Las diferencias de especificidad y



afinidad que poseen los anticuerpos se deben esencialmente a las variaciones en las
regiones variables. Los CDRs con mayor variabilidad son H3 y L3, que estan ubicados

en el centro del sitio de union al antigeno®’.

Los linfocitos B desarrollan rearreglos entre el repertorio de genes involucrados
en construir la region variable de la cadena pesada genes denominados de variabilidad,
diversidad y union (VDJ) y la region variable ligera conformada por los genes de
variabilidad y unién (VJ), ubicados en el cromosoma 14, 2 y 22, respectivamente, antes
de la exposicion al antigeno. En el repertorio de la linea germinal existen 50 genes V, 27
genes D y 6 genes J°® para la cadena pesada; 40 genes para las variables ligeras K y 5
genes JK**°. Para las VA hay 30 genes con sus correspondientes cuatro genes JA. Los
procesos de recombinacion entre dichos genes y entre las regiones variables permite
generar una diversidad de 10° variantes de anticuerpos*'. Cuando los anticuerpos
expuestos en la superficie de las células B reconocen a su antigeno, ocurren varios
fendmenos que desencadenan la hipermutacion somatica y la recombinaciéon del cambio
de isotipo. Esto permite el aumentando de la afinidad por su antigeno, para que éste sea

. L . \42,43
reconocido con mayor rapidez en un segundo encuentro (respuesta secundaria) ™.

Figura 2. Molécula de una inmunoglobulina IgG (Cdédigo PDB: 1HZH). Se muestra el fragmento
cristalizable y las regiones constantes (C) y variables (V) de los fragmentos de union al antigeno. CHI1 y
VH corresponden a la cadena pesada, CL y VL corresponden a la cadena ligera. Las regiones

determinantes de la complementariedad (CDR"s) se muestran dentro de un circulo.



1.2.2 INMUNOGLOBULINA E

Ishizaka e Ishizaka en 1967 descubrieron a la IgE, involucrandola en la respuesta
alérgica, asi como en la respuesta a infecciones por parasitos**. Estas tienen un peso
aproximado de 190 kD y no atraviesan la barrera placentaria’; consisten de dos cadenas
ligeras y dos cadenas pesadas epsilon (€), las cuales se encuentran plegadas en dominios
constante (C) y variable (V)*. Las cadenas pesadas ¢ presentan cuatro dominios
constantes (Cel-Ce4), uno mas que las cadenas y de las inmunoglobulinas tipo G, este
dominio extra (Ce2) se localiza en la region bisagra del fragmento cristalizable,

aportando menos flexibilidad a esta inmunoglobulina (Figura 3)*%*".

La parte efectora y diferencial de estas inmunoglobulinas es el dominio Ce3, el
cual se une a dos tipos de receptores: los de alta afinidad (10" M) FceRI, formados por
un tetramero transmembranal aBy2, y los de baja afinidad (10® M) FceRII, que son
lectinas tipo C. Esta interaccion se lleva a cabo en relacion estequiométrica 1:1, es decir,
el dominio Ce3 se une a la cadena o de un tetramero FceRI™ '°. Este sitio efector no esta
involucrado en la formaciéon del sitio de reconocimiento al alergeno, por lo cual la
recombinacion y formacion de los CDR’s es totalmente independiente, implicando que
anticuerpos de otro isotipo pueden reconocer sitios similares o iguales a los que

reconocen estas inmunoglobulinas.

Figura 3. Representacion esquematica de los dominios estructurales de los IgE e IgG humanos. Los
puentes disulfuro se muestran por conexiones y los sitios N-glicosilados se representan por pequeiios

circulos verdes.



1.2.3 INTERACCION ANTIGENO-ANTICUERPO

Las proteinas presentan determinantes antigénicos llamados epitopos, los cuales
son reconocidos por anticuerpos (epitopos de células B) o por los receptores de células
T TCR (epitopos de células T). Los segmentos de la cadena polipéptidica que
interactian con TCR son llamados epitopos lineales y aquellos arreglos
conformacionales que son reconocidos por anticuerpos son denominados epitopos
discontinuos®. Estos ultimos estan localizados en diferentes posiciones de la secuencia
lineal, pero muy cercanos si la proteina se encuentra en su forma plegada, razén por la
cual se les ha denominado epitopos conformacionales o estructurales. En general los
epitopos de este tipo ocupan superficies irregulares de hasta 1000 A? que comprende de
15 a 22 residuos que hacen contacto con la superficie molecular del anticuerpo
(paratopo); sin embargo, s6lo algunos atomos de tres a cinco residuos de cada parte
contribuyen a la energia de la interaccion, lo que permite la definicion de un epitopo
funcional o energético, considerado mas pequefio que el epitopo estructural® *°. La
energia de unidn de la interaccion antigeno-anticuerpo se establece por un gran niimero
de contactos de baja energia (interacciones de van der Waals y puentes de hidrogeno) y
muy pocos contactos de alta energia (puentes salinos), ademas de un acomodo de

complementariedad entre el epitopo y el paratopo’’.

Los primeros estudios realizados sobre la intercara Antigeno-Anticuerpo
revelaron la presencia de residuos predominantes en los CDR’s, tales como Asn e His"'.
Sin embargo, estudios del cardcter quimico de dicha intercara muestran que el 51% de
la superficie accesible al disolvente en ambos lados es hidrofobica®®. Desde el punto de
vista termodindmico, la presencia de residuos hidrofobicos favorece la energia libre y la

. C .y, 4
entalpia de asociacién™>

. Los residuos presentes en el paratopo que reaccionan con el
antigeno en mayor porcentaje son Tyr, Trp y Arg, seguidos de Ser, y Asn, y en menor
proporcion residuos cargados como Asp, Glu o Lys™ *. Los residuos Tyr y Trp se
encuentran significativamente mas expuestos al disolvente en comparacion con otros
residuos hidrofobicos como Val, Ile y Leu’'. La Tyr ofrece una gran superficie
hidrofébica con posibilidad de establecer interacciones m aromaticas y puentes de

hidrégeno con su grupo 4-hidroxilo; mientras el Trp es capaz de formar interacciones de



transferencia de carga, por puentes de hidrégeno, apilamiento ©-n y contactos de Van
der Waals®. Por su parte la Ser presenta cadena lateral polar no cargada con grupos
beta-oxhidrilo los cuales le permiten formar puentes de hidrogeno; la Arg tiene 3
atomos de carbono-metilenos hidrofobicos y un grupo guanidinio que puede contribuir
con enlaces de hidrogeno y puente salinos y por ultimo la Asn, la cual no es cargada
pero es en extremo polar, permitiéndole formar puentes de hidrogeno con atomos de las

cadenas laterales de otros aminoacidos polares.

1.2.4 INTERACCION ALERGENO-ANTICUERPO IgE.

Para el caso de los alergenos proteicos, las primeras observaciones establecieron que
los segmentos hidrofilicos expuestos en la superficie, asi como regiones de alta
movilidad y flexibilidad como asas y los sitios amino y carboxilo terminales son

S 1
altamente alergénicos’” % ',

Sin embargo, otros grupos de investigacion han
demostrado que la alergenicidad se establece por la existencia de zonas clave, que sin
importar tamafio o estructura poseen una serie de aminoéacidos de naturaleza hidrofébica

60-63 "En 1994 Droupadi y col. establecieron que residuos

expuestos en la superficie
hidrofobicos, especificamente residuos aromaticos son el blanco ideal de la interaccion
con anticuerpos IgE, ya que estos ultimos presentan un alto porcentaje de residuos
aromaticos ubicados en los CDRs’’. Recientemente se han descrito algunas
interacciones alergeno-anticuerpo gracias a la cocristalizacion de estos, aunque los
resultados son pocos, se establece la presencia de algunos residuos aromaticos en las

zonas de reconocimiento®® 4% 131 185,

1.2.5 DETERMINACION DE EPITOPOS LINEALES Y
CONFORMACIONALES EN ALERGENOS

Los primeros experimentos que se llevan a cado en la determinacion de los epitopos
involucrados en el reconocimiento por las IgEs de sueros de pacientes alérgicos son la
generacion de péptidos sintéticos sobrelapantes que cubren la longitud completa del
alergeno, o bien, se utilizan mutantes puntuales a partir de proteinas recombinantes®* .
Aunque ninguna de estas técnicas permite una identificaciéon completa de los epitopos

de un alergeno, son un buen paso inicial para la deteccion de los fragmentos peptidicos



que manifiestan una interaccién con la IgE similar a la que presenta el alergeno
completo. La etapa siguiente consiste en encontrar anticuerpos especificos que de
manera individual reconozcan sitios similares a los que reconocen las IgEs de suero de
pacientes, para que por competencia se defina que ambos anticuerpos reconocen a un
mismo epitopo ya sea total o parcialmente. De esta forma se determina indirectamente a
los residuos involucrados en la interaccion alergeno-anticuerpo y puesto que la
respuesta humoral de IgEs es policlonal se requiere generar baterias de anticuerpos que

inhiban el mayor nimero de epitopos presentes en cada alergeno.



2 ANTECEDENTES

2.1 ALERGIA AL LATEX

El latex es el citoplasma de células especializadas conocidas como laticiferas, siendo
su funcién natural sellar sitios dafiados en la superficie del arbol. Este material esta
compuesto por el hidrocarburo cis-1,4 poliisopreno (25-45%), proteinas (1-2%),
carbohidratos (1-2%), lipidos (1-1.5%) y algunos componentes inorganicos como
potasio, manganeso, calcio, sodio, zinc y hierro®. El latex del &rbol del hule natural
Hevea brasiliensis (NRL, por sus siglas en inglés) presenta propiedades elasticas y
aislantes que lo hacen la materia prima principal para la elaboracién de productos
hospitalarios y de uso comercial tales como guantes, condones, pelotas, catéteres, etc®.
En el proceso de recoleccion, el latex es tratado con amoniaco, tiuramos o sulfuros para
prevenir la contaminacion bacteriana y evitar su coagulacion. La porcion liquida es
separada por centrifugacion, generando tres fracciones distintas, la superior que
contiene las particulas de hule, la fraccion central o suero C que contiene proteinas

hidrosolubles y la fraccion inferior rica en lutoides y de donde se obtienen el suero B,



rico en proteinas acidas y béasicas. En procesos posteriores de manufactura se agregan
otros quimicos concentrados, como catalizadores (tiuramos y carbamatos) y
antioxidantes (como fenilendiamino), dicha mezcla es sometida finalmente al proceso

de vulcanizacion con el fin de aumentar su tension, fuerza, elasticidad y durabilidad®"*.

El término ‘alergia al latex’ es aplicado a las reacciones alérgicas producidas por el
latex de hule natural, del cual se obtienen mas de 40,000 productos de consumo general.
Los guantes de latex son los productos que mas frecuentemente se asocian con
problemas de sensibilizacion y alergia; ya sea, a través del contacto con la mucosa
respiratoria o con la piel, o por la inhalacion de particulas proteicas adheridas al polvo
de los guantes y suspendidas en el aire’®. El uso de guantes de hule se vio incrementado
a finales de la década de los 80°s en respuesta a la prevencién de enfermedades de
transmision por fluidos corporales como hepatitis y SIDA”. La absorcién de las
proteinas del latex a través de la piel es considerada la principal ruta de sensibilizacion y
es responsable de las manifestaciones locales de urticaria, las cuales se pueden volver
sistémicas. La inhalacidn de las particulas dispersas en el aire son capaces de accionar
sintomas respiratorios, nasales y oculares (como tos y congestion nasal); en pacientes
sensibilizados se manifiesta rinitis, conjuntivitis y asma, hasta problemas severos como

anafilaxis sistémica, taquicardia, angioedema, nausea, vomito e hipotension’.

Las manifestaciones clinicas de la alergia al latex, que corresponden a la
hipersensibilidad tipo I, son ocasionadas por la interaccion de anticuerpos IgE con
proteinas alergénicas del latex y son considerados un problema de salud pablica a nivel
mundial; tan sélo en el 2001 se presentaron 2.3 millones de reportes de estadounidenses
alérgicos al latex'. Hasta el momento, el Subcomité de Nomenclatura de Alergenos de
la IUIS ha asignado nombres oficiales a 13 alergenos y 24 isoalergenos en productos
elaborados con NRL, los cuales no son eliminados aun durante el proceso de lavado y

vulcanizacion a altas temperaturas (Tabla 1)’

Cabe sefalar que las manifestaciones clinicas de la sensibilidad al latex no sélo son
la hipersensibilidad de tipo I, también la dermatitis irritante por contacto y la dermatitis
alérgica por contacto. La dermatitis por contacto es una respuesta inflamatoria a uno o

mas agentes externos que se comportan como irritantes de la piel sin que intervengan



mecanismos inmunologicos. Por su parte, la dermatitis alérgica por contacto o

hipersensibilidad tipo IV es una respuesta inmune mediada por linfocitos T hacia

sustancias quimicas, como catalizadores, antioxidantes y mercaptobenzotiazol que son

agregados en el proceso de vulcanizacion”.

Tabla 1. Alergenos del NRL reportados por la IUIS a la fecha”’.

Peso
Nombre comun Nomenclatura molecular pl Importancia
(kD) como alergeno

Factor de elongacion Hevb 1 58 4.9 mayor

Endol,3-glucanasa Hev b 2 36 9.5 mayor

Proteina de 1la particula Hevb 3 24 4.8 mayor
pequeiia del hule

Lecitinasa Hevb 4 50-57 4.5 mayor

Proteina acida Hevb 5 16 35 mayor

Precursor de heveina Hev b 6.01 20 5.06 mayor

Heveina Hev b 6.02 4.7 4.9 mayor

Fragmento C-terminal de Hev b 6.03 14 6.4-7.4 mayor
heveina

Patatina Hevb 7 42/ 46 4.8 menor

Profilina Hevb 8 13.9 4.9 menor

Enolasa Hevb 9 51 5.6 menor

MnSOD Hev b 10 229 6.3 menor

Quitinasa clase I Hevb 11 33 5.1 menor

Proteina transportadora de Hev b 12 9.3 - -
lipidos

Esterasa Hev b 13 42 - -

2.2 GRUPOS DE RIESGO Y PREVALENCIA DE LA ALERGIA AL LATEX.

El diagnostico de la alergia al latex esta basado en una detallada historia clinica 'y en

pruebas in vivo positivas, tales como pruebas cutaneas prick (skin prick test). La

determinacidn y cuantificacion in vitro de anticuerpos IgE especificos contra proteinas

alergénicas de NRL no siempre se asocia con cuadros clinicos de alergia.



Las personas mas afectadas por este tipo de alergia debido al contacto prolongado y
reiterado con productos del latex son:

1. Profesionales al cuidado de la salud (HCW por sus siglas en inglés)

2. Pacientes con espina bifida

3. Pacientes que han sufrido cirugias en el primer afio de vida

4. Pacientes que han sufrido cirugias multiples.

5. Pacientes con malformaciones urogenitales

6. Individuos atopicos

7. Trabajadores de la industria del latex®.

La prevalencia en la poblacién mundial oscila de 1 a 12%, mientras que en grupos
afectados como los profesionales al cuidado de la salud va de 1 a 22% y en los pacientes
con espina bifida de 24 al 60%'®. Hev b 2, 5, 6.01 y 13 son los principales alergenos en
los pacientes al cuidado de la salud y en aquellos con espina bifida se agrega a esta lista
Hev b 1, Hev b 6.02 y Hev b 3. En nuestro pais desafortunadamente no existen

reportes amplios al respecto, s6lo estudios aislados en Chihuahua y Puebla® .

2.3 SINDROME LATEX- FRUTA.

Algunas sensibilizaciones a aeroalergenos mediadas por IgE estan asociadas a una
variedad de hipersensibilidades alimentarias. Esta asociacion clinica debida a la
reactividad cruzada entre dos diferentes fuentes de alergia se le ha nombrado como
sindrome®. Se ha observado que aproximadamente de 30 a 50 % de los pacientes
alérgicos al latex de hule natural muestran hipersensibilidad a alimentos derivados de
plantas, especialmente frutas frescas, por lo cual esta asociacion se ha definido como
sindrome latex-fruta®. Las frutas implicadas en esta asociacién se han clasificado en
tres tipos: 1) aquellas que sélo se asocian por las manifestaciones clinicas, 2) aquellas
en las que ademas de las manifestaciones clinicas existe caracterizacion de reactividad
cruzada de los componentes por ensayos de inhibicion de extractos y 3) aquellas en las
que ademas de las manifestaciones clinicas existe la caracterizacion de reactividad
cruzada por alergenos especificos®’. En el Gltimo lugar de esta clasificacion se
encuentran involucrados cinco alergenos de latex: Hev b 2, Hev b 6.02, Hev b 7, Hev b
8y Hev b 12, los cuales se asocian con proteinas que presentan caracteristicas similares



en diferentes frutas (Figura 4)%.

Papa y tomates Pera Apio
Hev b 12
Hev 7 Proteina Hev it)ls
(patatina) transportadora (profilinas)
de lipidos
Sindrome de latex-fruta (tipo 3)
Hev b 2 Hev.b. 6.02 Aguacate,
Y (Quitinasas 14tano
(B-1,3-glucanasa) clase I) p 10,
castafia,
Paprika  fruta de la pasion,
kiwi, papaya, mango,
jitomate.

Figura 4. Alergenos especificos (clasificacion de tipo 3) de latex de hule natural implicados en el
sindrome latex-fruta.

En afios recientes se ha demostrado que este sindrome es ocasionado principalmente
por las quitinasas de clase I, clasificadas como proteinas relacionadas con la defensa a
patogenos (PRP) tipo 3 y 4. Estas presentan dominios N-terminales de union a quitina
tipo heveina. Quitinasas presentes en el mismo latex (Hev b 11), aguacate (Pers a 1),
platano, castafia (Cas s 5), chirimoya, fruta de la pasion, kiwi, papaya, mango y jitomate
presentan reactividad cruzada con Hev b 6.02 (heveina)®*®!. Este alergeno presenta la

mayor prevalencia y es el mas abundante (75 nmol/mg total de proteina) en el latex® .

2.4 Hev b 6.02, ALERGENO PRINCIPAL DE LATEX

La heveina (Hev b 6.02) es una cadena polipéptidica resultado del rompimiento
enzimatico por procesos postraduccionales de la proheveina (Hev b 6.01), ambas
provenientes del suero B del latex de hule natural. Hev b 6.02 es una lectina de 43
residuos de aminodacidos (4728 Da), rica en glicinas y cisteinas, las cuales forman cuatro
puentes disulfuro, que le dan gran estabilidad estructural a dicha proteina® * (Figura 5).



Cabe mencionar, que algunas lectinas, como la lectina de papa (Solanum tuberosum)*®’

reaccionan inespecificamente con los carbohidratos (quitobiosa) presentes en el
fragmento constante de los anticuerpos IgE y pueden inducir sintomas de tipo alérgico
al permitir la liberacion de histamina; sin embargo, para el caso de Hev b 6.02 se ha

demostrado IgEs que reconocen especificamente a esta proteina™.
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Figura 5. Procesamiento postraduccional y secuencia de Hev b 6.02. Este alergeno es el producto maduro
de tres rompimientos proteoliticos. El primer rompimiento involucra la pérdida del péptido sefial amino
terminal de 17 aminoacidos; el segundo involucra la escisién del fragmento carboxiloterminal, el cual
dirige a la proheveina (Hev b 6.01) hacia los cuerpos lutoides. El tercer rompimiento se da por la
degradacidn del péptido de 6 aminoacidos que une Hev b 6.02 (dominio amino-terminal) con Hev b 6.03
(dominio carboxilo-terminal)®. Ademas se muestra la localizacién de los puentes disulfuro en la

secuencia de Hev b 6.02.

La funcion celular de la heveina se relaciona con la respuesta de la planta contra
agentes infecciosos o dafios fisicos, debido a su capacidad de unir oligosacaridos de N-
acetilglucosamina. Cuando esta proteina es liberada de los lutoides, estructuras
vacuolares presentes en el latex, interacta con receptores altamente glicosilados (de
aproximadamente 22 kD) que envuelven a las particulas del hule y provocan su
coagulacién con el objeto de evitar la entrada del patgeno® *’. El plegamiento tipo
toxina-aglutinina de Hev b 6.02 (Figura 6), no presenta centros hidrofébicos

caracteristicos de proteinas pequefias, lo que la hace exponer residuos aromaticos en su



superficie.
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Figura 6. Representacion de la estructura 3D de Hev b 6.02'%%, Las vistas se muestran en rotacion de 180°.
En la estructura secundaria de este alergeno las asas se observan en color verde, las hebras betas en
amarillo y la pequefia hélice alfa en rojo. Se muestra la superficie y algunos residuos importantes que

seran discutidos a lo largo del trabajo.

2.5. EPITOPOS LINEALES Y CONFORMACIONALES DE Hev b 6.02

Estudios inmunologicos realizados en pacientes alérgicos a Hev b 6.02,
muestran discrepancia en la determinacion de los epitopos que son reconocidos por los
anticuerpos IgE de suero de pacientes. Dos grupos de investigacion en forma paralela
reportaron la presencia de dos epitopos lineales similares de tamafio diferente,
utilizando decapéptidos sintéticos. Beezhold y col. (1997) identificaron al primer
epitopo del residuo 13 al 24 (PNNLCCSQWGWC) y al segundo epitopo del residuo 29
al 36 (EYCSPDHN)®; por su parte, Banerjee y col. (1997) identificaron a los residuos
19 al 24 (SQWGWC) como el primer epitopo y a los residuos 25 a 37
(GSTDEYCSPDHNC) como el segundo®.



En contraste, a pesar de su pequefio tamafo, la presencia de epitopos
confomacionales ha sido reportada en afios recientes por tres grupos de investigacion
(ver Figura 7). Karisola y col. (2002), utilizando una quimera con diferentes segmentos
de esta molécula, establecieron que las regiones N- y C- terminales son esenciales para
la union a IgE’s de sueros de pacientes, destacando a seis residuos (R5, K10, E29, Y30,
H35 y Q38)*% Raulf- Heimsoth y col. (2004) reportaron dos mutantes de este
alergeno, en la primera cambiaron los ocho residuos Cys por Ser y en la segunda por
Ala, en ambos casos las IgE’s de suero de pacientes no reconocieron a estas mutantes,
confirmando la presencia de epitopos estructurales en Hev b 6.022. Drew y col. (2004)
observan que mutaciones en una y cuatro de las ochos cisteinas presentes en Hev b 6.02
disminuyen el porcentaje de inhibicion de 20 a 100%, respectivamente'%%. En un trabajo
paralelo, nuestro grupo de investigacion realiz6 una oxidacion quimica especifica de lo
residuos de triptofano expuestos en la superficie, W21 y W23, con 3-BNPS-skatole,
produciendo una alergeno modificado que mostrd una disminucion en el porcentaje de
inhibicion de cerca del 80%'%. Recientemente, encontramos una isoforma natural de
heveina, Hev b 6.0202, la cual presenta un solo cambio N14D, y muestra una
disminucion del porcentaje de inhibicion cercano al 25% utilizando pool de suero de

pacientes pediatricos y del 30% en pool de pacientes adultos'®.

EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKN

10 20 30 40
a) PNNLCCSQ WGWC EY CSPDHN
b) SQ WGWCGSTDEY CSPDHNC
c) R i EY HNCQ
d) WGW
€) C C C C
f) C C CC C C C C
9) N

K LCPNNLCCSQ WGWCGSTDE
Q WGWCGSTDEY CSPDHNCQ

Figura 7. Epitopos lineales y residuos especificos involucrados en el reconocimiento de Hev b
6.02 por IgEs de sueros de pacientes reportados hasta la fecha. a) Beezhold et al. (1997), b) Banerjee et al.
(1997), c) Karisola et al. (2004), d) Reyes-Lopez et al. (2004), e) Drew et al. (2004), f) Raulf- Heimsoth
et al. (2004), g) Reyes-Lopez et al. (2006) y h) de Silva et al. (2004). Este Gltimo reporta los epitopos
lineales reconocidos por células T.

h)



3 JUSTIFICACION

El conocimiento de los residuos especificos que son cruciales en la interaccion
alergeno-anticuerpo establecen las bases moleculares para la comprension de la
Hipersensibilidad Tipo | y para el disefio racional de variantes hipoalergénicas Utiles en
la inmunoterapia. Si bien los anticuerpos IgE monoclonales humanos serian los agentes
ideales para la determinacion de los epitopos conformacionales de un alergeno, su
concentracion en suero es la mas baja de los cinco isotipos y tienen una vida media de
uno a cinco dias en torrente sanguineo'®. Por otra parte, las monoclonas de IgE son
dificiles de obtener experimentalmente, aun partiendo de bancos de anticuerpos de
individuos alérgicos, pues los métodos utilizados generan anticuerpos combinatoriales,
que no son los originados in vivo. Por tal motivo, los anticuerpos especificos producidos
por técnicas in vitro, como la produccion de hibridomas y el despliegue en fago

filamentoso son ampliamente utilizados'®® %7,

Ambas herramientas permiten la
identificacion de epitopos conformacionales de manera individual y especifica, ademas
estos Abs han demostrado ser herramientas ideales en el diagndstico y caracterizacion
de la potencia alergénica, asi como fuente de aplicacion para la inmunoterapia alergeno-
especifico'® 1%, Una de las caracteristicas ideales que deben presentar estos anticuerpos
es la capacidad de inhibir la interaccion IgE-alergeno, ya que permiten de esta forma

analizar indirectamente los epitopos conformacionales.

Por todas las ventajas antes mencionadas, la elaboracion de anticuerpos
especificos a uno de los principales alergenos del latex de hule natural, Hev b 6.02, ha
sido el reto de trabajo de varios grupos de investigacion, ya sea creando anticuerpos
monoclonales contra la proheveina'® o fragmentos variables de cadena sencilla contra
heveina recombinante™®. En el primer caso, los anticuerpos monoclonales no fueron
blogueadores y en el segundo esta caracteristica no se determind. En el presente estudio
se seleccionaron anticuerpos inhibidores de la interaccion IgE-Hev b 6.02, a través de
las dos técnicas antes mencionadas, permitiendo la identificacion y caracterizacion de

los epitopos conformacionales presentes en Hev b 6.02.



4 OBJETIVO GENERAL

Identificacion de los epitopos de union a IgE presentes en Hev b 6.02, a través de la

utilizacion de anticuerpos recombinantes bloqueadores.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Produccidn, seleccién, purificacion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales
murinos especificos a Hev b 6.02 por medio de la produccion de hibridomas, asi como
de las secuencias de los fragmentos variables de cadena sencilla (scFv’s) humanos

especificos a Hev b 6.02 por medio de la técnica de despliegue en fago filamentoso.

Evolucidn dirigida de los scFvs anti-Hev b 6.02, por medio de la técnica error prone-
pcr, asi como la determinacion y evaluacion de las secuencias evolucionadas de scFv
anti-Hev b 6.02.

Caracterizacion inmunoldgica y fisicoquimica de la interaccién Hev b 6.02-anticuerpos

recombinantes

Determinacion de la capacidad inhibitoria de los anticuerpos recombinantes a la

interaccion Hev b 6.02-1gE de suero de pacientes.

Modelado de los fragmentos variables de cadena sencilla anti Hev b 6.02 y
determinacion in silico de las interacciones presentes en los complejos Hev b 6.02-

anticuerpos recombinantes.



5 METODOS Y MATERIALES

5.1 PURIFICACION DE ALERGENOS DEL LATEX

La purificacion de Hev b 6.02 se llevo a cabo segln el protocolo reportado por
Rodriguez-Romero y col (1991)'"!, Hev b 6.0202 segin Reyes-Lopez y col (2006)'*,
pseudoheveina y la heveina modificada fueron purificadas segiin Reyes-Lopez y col

(2004)'*.

5.2 CARACTERIZACION DE LOS SUEROS DE PACIENTES ALERGICOS A
Hev b 6.02

Un total de 40 sueros de pacientes alérgicos al latex (donados por el Instituto
Nacional de Pediatria de la Ciudad de México) fueron utilizados, 20 sueros provenientes
de pacientes adultos (trabajadores al cuidado de la salud) y 20 de pacientes pediatricos.
Estos pacientes presentaron historia clinica de alergia al latex y pruebas cutaneas
positivas, se demostrd su reactividad a Hev b 6.02 en pruebas de ELISA con sefiales

mas altas que el promedio mas tres veces la desviacion estandar de los sueros de



individuos no alérgicos.
5.3 PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-Hev b 6.02

Hev b 6.02 fue acoplado covalentemente a albuimina sérica bovina (BSA)
utilizada como acarreador''2. Cuatro ratones hembra BALB/c fueron inmunizados por
via 1.p. tres veces con 10 pg de Hev b 6.02-BSA en adyuvante completo de Freund.
Después de obtener altos titulos de anticuerpos contra este alergeno, se procedio a
fusionar las células de bazo (1.35x107) con células de mieloma murino Sp2/0-Agl4
(Sp2) en razon 10:1 en presencia de polietilenglicol (PEG 1500). Se seleccionaron las

células hibridas segiin Kolher y Milstein''> '

. La presencia de los anticuerpos anti-Hev
b 6.02 producidos en el sobrenadante de cultivo fue determinada por ELISA directa.
Después se procedio a la clonacion por el método de dilucion limitante de las clonas con
mayor titulo. El isotipo de los anticuerpos obtenidos fue determinado por ELISA
sandwich. Los hibridomas fueron inyectados intraperitonealmente, junto con pristano, a
ratones hembra BALB/c para la obtencion de liquido de ascitis a los 30 dias posteriores
a la inyeccion. Se utilizo sobrenadante del cultivo celular Sp2 como testigo negativo y

suero de conejo anti-Hev b 6.02 como control positivo.

54 PURIFICACION DE ANTICUERPOS Y FRAGMENTOS DE
ANTICUERPOS MONOCLONALES

Mediante el uso de columnas de proteina A y G (HiTrap, Amersham,
Biosciences), que tienen alta afinidad por el fragmento Fc de los anticuerpos se procedio
a la purificacion de estos a partir de liquido de ascitis y sobrenadante celular. Con el
objeto de obtener los fragmentos de unién al antigeno (Fab) se procedi6 a la digestion
de los anticuerpos con papaina, siguiendo el protocolo de Harlow y Lane''*. La
concentracion de anticuerpo presente en cada muestra fue medida asumiendo que 1 mg/

mL = 1.4 unidades de absorbancia a 280 nm en celda de 1 cm.

5.5 SELECCION DE FRAGMENTOS VARIABLES DE CADENA SENCILLA
(scFv) ANTI-Hev b 6.02



Siguiendo la técnica de despliegue en la superficie de fagos filamentosos
(sistema de fagémidos) descrita por Smith''>!'®  se seleccionaron fragmentos variables
de cadena sencilla especificas a Hev b 6.02 a partir de un banco de 1.1x10°® variantes de
origen humano no inmune''®. Cada secuencia de scFv (de 800 pb aproximadamente) se
encuentra flanqueada por los sitios de restriccion Sfi [ y Not I e insertada en el fagémido
Psyn2, el cual presenta el gen de resistencia a ampicilina y el gllI, el cual codifica para
la proteina III de la capside del fago filamentoso. Se realizaron diversas estrategias de
seleccion y después de cada ronda de tamizaje, se procedid a la titulacién y
recuperacién de los fago-anticuerpos segiin Marks y colaboradores (1991)'%°. Posterior
a la tercera o cuarta ronda en cada estrategia se realizd una seleccion de los fago-

anticuerpos anti Hev b 6.02 mediante pruebas de ELISA directa.

5.6 EVOLUCION DIRIGIDA.

La clona M8 fue sometida a mutagénesis al azar con tasas de mutagenicidad
baja, alta y media por medio de la técnica de error-prone PCR'?" ', Los productos de
PCR fueron digeridos con Sfi I y Not I (Biosciences, England), purificados y ligados en
fagémidos pSyn2, los cuales fueron transformados en la cepa TG1 de E. coli. El tamafio
de la libreria formada, asi como la tasa de mutacion, fueron determinadas segiin Cirino
y col'”. Cada nueva libreria fue sometida a tres o cuatro rondas de tamizaje. Las
secuencias de las clonas mutagenizadas fue determinada con los primers directo
(5"ATA CCT ATT GCC TAC GCC 3") y reverso (5S'TTT CAA CAG TCT ATG CGG
37) en un secuenciador Applied Biosystems Modelo 3100.

5.7 EXPRESION Y PURIFICACION DE LOS FRAGMENTOS VARIABLES DE
CADENA SENCILLA

Las secuencias de scFv’s anti Hev b 6.02 fueron subclonadas en el vector de
expresion Psynl, el cual permite la expresion periplasmica de los anticuerpos fusionada
a un epitope cmyc y a una cola de seis histidinas bajo el control del operon de lactosa.
Los scFv en forma soluble se produjeron de acuerdo a los protocolos desarrollados por
Schier y col'*. Adicionalmente, como ultimo paso de purificacion se utiliz6 una

columna de filtracion en gel Superdex 75 XK16/70 (Amersham Biosciences). La



concentracion de scFv en cada muestra fue determinada a través del coeficiente de
extincion  molar  estimado  teéricamente con el  servidor  ProtParam
(http://ca.expasy.org/tools/protparam.html) para cada uno de los anticuerpos obtenidos.
5.8 PRUEBAS IN VITRO

5.8.1. ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

En placas de poliestireno se adicionaron 100 pl/pozo de Hev b 6.02 a una
concentracion de 3 pg/mL en amortiguador de carbonatos 50 mM toda la noche a 4 °C.
Se bloqueo con leche descremada en polvo al 5% w/v en PBS, caseina al 1% en PBS o
albimina sérica bovina al 1% en PBS durante 2 hrs a 37°C. Después de lavar tres veces
con PBS-Tween 1% se incubaron a 37 °C por 90 minutos con los anticuerpos
monoclonales murinos, los fragmentos variables de cadena sencilla en formato de fago
anticuerpos o en formato soluble en diferentes concentraciones; o bien, 2 hrs a 37 °C
con los sueros de pacientes diluidos 1:10 en PBS. Después de repetir la operacion de
lavado, se procedio a la incubacion con el anticuerpo secundario adecuado para cada
caso, en la dilucién y tiempo indicado. El proceso de revelado para todos los casos
utilizo el sustrato O-fenilendiamino (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) 0.4 % y H,O,
0.4 % en amortiguador de fosfatos 100 mM pH 5.0, deteniendo la reacciéon con HCI 3N.
La lectura en unidades de absorbancia se llevo a cabo a 490 nm en un lector de ELISA

(Dynatech MR5000).

5.8.2. DOT BLOT ELISA

En una membrana de nitrocelulosa (BIORAD) se colocaron en punto 25 pg de
diferentes proteinas, utilizando BSA como control negativo. Después de lavar la
membrana con PBS fue bloqueada con PBS-BSA 1% w/v 90 min 37 °C. Después de
lavar, se incubaron 3 hrs a 37 °C con los diferentes anticuerpos diluidos 1:100
respectivamente. Después de repetir la operacion de lavado, se procedio a la incubacion
por 1 hr a 37° C con el anticuerpo secundario unido a peroxidasa, especifico para cada
caso. La reaccion fue detectada con diaminobencidina 0.6%, H,0O, 0.12% en

amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4.



5.8.3. ENSAYOS DE INHIBICION POR ELISA

a) Determinacion de la constante de disociacion de Hev b 6.02-AbM’s murinos. En
placas de poliestireno se incubd 1 pg/pozo de Hev b 6.02 en amortiguador de
carbonatos 50 mM pH 9.4. Las placas fueron bloqueadas con PBS-5% de leche
descremada baja en grasas. En tubos aparte se co-incubaron concentraciones crecientes
de Hev b 6.02 (1.9x10™"" a 1.28 x 10 M) con concentraciones molares constantes de
los anticuerpos murinos seleccionados 6E7 (5.3 x 10™), 6D6 (7.8 x 10™®) y Fab de 6D6
(2 x 107) en PBS por 2 hrs. a 37 °C (fase liquida). Estas mezclas de reaccion fueron
transferidas a las placas de poliestireno que contienen Hev b 6.02 previamente adherida
(fase solida), donde se incubaron por 30 min. Los siguientes pasos fueron realizados de
la misma manera que en una ELISA sencilla. La determinacién de la constante de

[125, 126]

disociacion (Kp) se realizdé por dos métodos, grafico y analitico , este ultimo

aplica la ecuacion de Scatchard modificada para ELISA.

b) Ensayos de inhibicion de la interaccién Abr-Hev b 6.02 por variantes de heveina.
Como se menciona en el apartado 5.8.1 las placas se preparon con Hev b 6.02. En tubos
aparte se co-incubaron, ya sea anticuerpos monoclonales murinos o fragmentos
variables de cadena sencilla, a 25 pg/mL con diferentes inhibidores a concentraciones
crecientes de 0.005 a 33 pg/ml (en este caso se utilizaron Hev b 6.02 como control, Hev
b 6.02 modificada quimicamente con 3-BNPS-Skatole™*, pseudoheveina y la isoforma
natural Hev b 6.0202)” en PBS durante 2 hrs a 37 °C. Las mezclas de reaccion fueron
transferidas a las placas de ELISA durante 30 a 45 minutos a 37 °C y fueron revelados
como se explico anteriormente. Los resultados fueron expresados como porcentaje de
inhibicion usando la siguiente formula: [100-(absorbancia en presencia del inhibidor

/absorbancia en ausencia del inhibidor x 100)] para cada concentracion de inhibidor.

c) Ensayo de inhibicion de la interaccion IgE-Hev b 6.02 por anticuerpos
recombinantes. Placas de poliestireno cubiertas y bloqueadas como se indica
anteriormente fueron incubadas 2 hrs a 37 °C con los scFv’'s o con AbMs (25 pg/mL).
Después del proceso de lavado, las placas fueron incubadas con los sueros de pacientes

alérgicos al hule de latex natural (dilucién 1:10) por 2 hrs a 37 °C. En este caso se



detectd a las inmunoglobulinas IgE humanas unidas a la Hev b 6.02 en fase sélida
utilizando un anticuerpo biotinilado anti-IgE humano (Zymed; diluido 1:1000) y se

revelo de la manera habitual.

5.9 ENSAYOS DE FLUORESCENCIA

Los ensayos se realizaron en un espectrofluorometro Perkin Elmer BL50 a
25°C, utilizando una longitud de onda de excitacion de 295 nm y un rango en longitud
de onda de emision de 320 a 440 nm. El slit de excitacion fue 2.5 nm y el de emision de
de 3.5 nm. El amortiguador utilizado fue PBS pH 7.4. La concentraciéon de Hev b 6.02
utilizada para todos los experimentos fue 2.11 x 10° M (10 pg/mL). La concentracion
de anticuerpos fue preparada en diferentes relaciones molares respecto al alergeno.

a) Centro espectral de fluorescencia (CM). Utilizando la fluorescencia intrinseca de los
triptofanos presentes en Hev b 6.02, se realizdé un estudio para ver si el ambiente de
¢éstos cambia en presencia de los ligandos producidos (anticuerpos). El centro espectral
de masa se establece como aquella longitud de emisiéon con mayor intensidad, a través
de una integracion de todas las intensidades a todas las longitudes de emision. El centro
espectral de masa o CM =XAI(A)/ £I(A), donde A es la longitud de onda de emision y (L)

representa la intensidad de la fluorescencia a esa longitud de onda'?’.

b) Experimentos de apagado de la sefal de fluorescencia (quencheo). Utilizando como
apagador (quencher) sin carga a la acrilamida se observo si los triptéfanos presentes en
la superficie de Hev b 6.02 se vuelven menos accesibles en presencia de los anticuerpos
producidos. Una solucién stock de acrilamida 3.0 M (Molecular Biology Grade,
Aldrich, St. Louis, MO) fue agregada en incrementos de 10 mM hasta llegar a 200 mM
tanto a Hev b 6.02 sola, como en presencia de los anticuerpos recombinantes
previamente incubados antes del experimento. Los datos de apagamiento de la
fluorescencia fueron analizados por medio de la ecuacion de Stern-Volmer Fo/F=1+K,
[Q], donde Fy y F son las intensidades de fluorescencia corregidas en la ausencia y
presencia de acrilamida respectivamente, K, es la constante dinamica de Stern-Volmer,

y [Q] es la concentracion molar de acrilamida ~".



5.10 ALINEAMIENTO DE SECUENCIA Y MODELADO POR HOMOLOGIA
DE LOS ANTICUERPOS RECOMBINANTES ANTI-Hev b 6.02

La estructura tridimensional de los modelos de anticuerpos recombinantes anti Hev b
6.02 se realiz6 utilizando el servidor WAM (Web Antibody Modeling)'* y el programa
Modeller 9v2'*°, asi como el servidor ESyPred3D"*' Los frameworks son generados por
el homologia con los templados de anticuerpo que presentan mayor porcentaje de
identidad de acuerdo a los alineamientos generados en Modeller 9v2 y en BLAST!"?]
aplicada a estructuras de anticuerpos cristalizadas con mayor resolucion reportadas en el
Protein Data Bank. Todos los CDR’s excepto CDR3 VH fueron modelados de acuerdo

a la homologia con aquellas asas de la misma estructura candnica. Los modelos

obtenidos fueron sometidos a 100 rondas de minimizacién en UCSF Chimera'™*.

5.11 DOCKING DE LOS COMPLEJOS Hev b 6.02-scFv

El docking de cuerpo rigido se llevé a cabo en GRAMM-X"* y ZDOCK'** como punto
de partida para construir los modelos entre cada scFv y la estructura cristalizada de Hev
b 6.02 a 1.5 A resolucion (Codigo en PDB: 1Q9B)'”. RosettaDock'*® fue utilizado para
ejecutar la busqueda rotacional y translacional del antigeno alrededor de la superficie de
unidn del anticuerpo, este proceso fue iniciado repetidamente desde diferentes puntos de
orientacioén para generar 1000 estructuras de resultado. Los valores de r.m.s.d. fueron
calculados sobre las moléculas de scFv después de la superposicion del ligando (Hev b
6.02) en comparacion al modelo original, que junto con los valores de fnat fueron
usados para evaluar los resultados. La visualizacion se llevo a cabo por programa

PyMOL v1.0r2".



6 RESULTADOS Y DISCUSION

Algunas de las caracteristicas, antes mencionadas de Hev b 6.02, la hacen un
modelo de estudio para determinar las interacciones alergeno-anticuerpo IgE a nivel
molecular. La estrategia para determinar las regiones inmunodominantes se realiz6 a

través de la obtencion de anticuerpos recombinantes especificos hacia este alergeno.



6.1 SELECCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS A Hev b 6.02
6.1.1 Seleccién de anticuerpos monoclonales murinos

En la Figura 8 se muestra el reconocimiento de los anticuerpos presentes en el
sobrenadante de los hibridomas hacia Hev b 6.02, después del proceso de fusion y

separacion de monoclonas por dilucion limitante.

ESESD9E7D7E7
ESESDIE7D7D6
ESEBDYE/D7
ESE8D9E7
E5E8D9
ESE8G10ES
ESES8G10E7
ESES8G10ES
E5E8G10C8
ESE8G10
ESEBE7D9
ESEBE7D8
ESEBET7D4
ESE8E7Y

CLONA

L
0.0 0.1 0.2 0.3
Abs 490 nm

Figura 8. Reconocimiento de anticuerpos monoclonales murinos a Hev b 6.02 presentes en el

sobrenadante de hibridomas por el método de ELISA.

Las clonas ESES8DOE7D7E7 (6E7) y ESES8D9E7D7D6 (6D6) fueron
seleccionadas como fuente de anticuerpos monoclonales debido a que después del
proceso de purificacion presentaron alta especificidad hacia Hev b 6.02 (Figura 9).
Estos anticuerpos presentaron un solo isotipo para las cadenas pesada y ligera(Tabla 2),
asi como titulos de 1.5 pg y 2.9 ug, respectivamente. Adicionalmente se determino la
constante de disociacion del complejo Fab 6E7-Hev b 6.02 por el método de ELISA
competitiva utilizando la ecuacion de Scatchard, de la cual se obtiene una Ky, de 1.93 x
10"M.

Tabla 2. Isotipo de algunas clonas productoras de anticuerpos especificos a Hev b 6.02.

CLONA DE
CADENA PESADA CADENA LIGERA
HIBRIDOMA
ESESD9E7 19Gop, 19Go4 KA
E5ESD9E7D7 19Gop, 190G K
ESESD9E7D7D6 19Gop K
ESESD9E7D7E7 19G1 K



Abs 490 nm

Hevb 6.02 Caseina  Gelatina MLF BSA
Proteinas

Figura 9. Reconocimiento y reactividad cruzada de los anticuerpos monoclonales murinos 6D6 y 6E7

especificos para Hev b 6.02 (3 pg/mL) y a diferentes proteinas utilizadas como agentes bloqueadores por

ELISA.

6.1.2 Seleccion de fragmentos variables de cadena sencilla (scFvs).

Por el método de despliegue en fagos, a través de un proceso de seleccion a

. . 11
partir de un banco no inmune
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tres clonas productoras de fago-anticuerpos,

denominados A6, H8 y M8, mostraron secuencias Unicas (Figura 10), asi como sefial

positiva y especificidad a Hev b 6.02.
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115
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176
172
179

235
231
238

CDRH1 CDRH2
EVQLVESGAEVKKPGASVKVSCKASGY IFTNYG I SWWRKAPGQGLEWVAWISGYNGL IKS
EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFGGYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSY 1YY
QVQLVQSGAEVKMPGESLKISCKGSAYNFSNYWIAWVRQMPGEGLEWMG IVYPGDSHIRY

CDRH3
AQRFQGRVTLTTDISTTTAYMELRSLRSDDTAVYYCARSGMYKDGSGSYTG--MDVWGQG
ADSVKGRFT I SRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARQAVR--~--GPARG--MDVWGQG
RPSFQGQVT I SADKS ISFVYLQWSSLKASGTAIYYCARQS I IPVG-GLMRGDAFD IWGQG

Linker CDRL1
TTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSD IQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS---QNIDKFLNW
TTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSD IQMTQSPSSLSTSVGDRVT ISCRAS---HSISSYVNW
TMVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSHVILTQ-PPSVSVSPGQTATITCSGDQLEHMERLSICW

CDRL2 CDRL3
FQQKPGKAPRLLI'YGATNLDSGVPSRISGSGSGTDFTLT ISSLQPEDFATYHCQQSY-IT
YQQKPGKAPKLLISATSTLONAVPSRFSGSGSGTDFTLT ISSLQPEDSATYYCQQSY-SH
YQQKPGQSPVVVIYQATSRPPGIPERFSGSYSGNTATLT ISGAQSVDDADYYCQAWDP IS

PRSFGQGTKLE IKRAAAEQKL I SEEDLNGAAHHHHHH 271
SVTFGQGTRLEIKRAAAEQKL I SEEDLNGAAHHHHHH 267
ELVFGSGTQLTVLSAAAEQKL ISEEDLNGAAHHHHHH 275
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Figura 10. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de los tres scFv especificos a Hev b 6.02

seleccionados de un repertorio humano. Los CDRs estan indicados de acuerdo a la clasificacion de

Kabat'®®,
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Las secuencias de los genes de las cadenas pesadas (hc) y ligeras (hl) de los scFv
especificos a Hev b 6.02 fueron comparadas con las lineas germinales de familias de
genes de anticuerpos humanos reportadas en la base de datos IMGT/V-QUEST "*°. En
la Tabla 3 se muestran las variaciones con respecto a las lineas germinales presentes en
los FRs, asi como en los CDRs. La tasa y distribucion de estas variaciones son muy
parecidas a las que se presentan en otros anticuerpos anti-alergenos provenientes de

140. 141

diferentes fuentes, tanto humanas como murinas , en estos anticuerpos se observa

un mayor nimero de mutaciones en los CDRs y menor en los FRs.

Tabla 3. Comparacion de las variaciones con respecto a la linea germinal de los genes de las

cadenas pesadas y ligeras de los scFv especificos a Hev b 6.02.

Regiones variables CDRs FRs
completas
Clona  Linea germinal n Porcentaje n Porcentaje n Porcentaje

V,D,J (hc) V,J (hl)

A6 hc IGHV1-18*01  42/369 11 25/114 21 17/255 bp 7

IGHD3-10*01 bp bp
IGHJ6*01

H8hc  IGHV3-21*01  20/357 6 20/102 20 0/255bp 0
IGHD3-10%01 bp
IGHJ6*01

M8hc  IGHV5-51*01  30/372 8 16/114 14 14/258bp 5
IGHD6-19%01 bp bp
IGHJ3*02

A6 lc IGKV1-39*01  24/324 7 11/81 bp 14 13/243 bp 5

IGKJ1*01 bp

H8Ic  IGKV1-39*01  25/324 8 15/81bp 19  10/243bp 4
IGKJ5*01 bp

M8lc  IGLV3-1*01  56/333 17 29/93bp 31  27/240bp 11
IGLJ1*01 bp

11



6.1.3 Caracteristicas de los anticuerpos especificos a Hev b 6.02

Las secuencias de las regiones variables de las cadenas pesadas (Vy) de los dos
anticuerpos murinos 6E7 y 6D6 se obtuvieron a partir del cDNA de los hibridomas, por
medio de RT-PCR'"?* ¥ Se realizaron alineamientos con las regiones Vy de los scFv
especificos a Hev b 6.02, y con 1C2 y 1A4 anticuerpos provenientes de pacientes

alérgicos contra el mismo alergeno ", los cuales se muestran en la Figura 11.

___CDRH1 ___CDRH2_

M8 QVQLVQSGAEVKMPGESLK ISCKGSAYNFSN--YWIAWVRQMPGEGLEWMG IVYPGDSHI 58
A6 EVQLVESGAEVKKPGASVKVSCKASGY IFTN--YG I SWRKAPGQGLEWVAWISGYNGLI 58
H8 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFGG--YSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYl 58
1C2 QITLKESGPTLVKPTQTLTLTCNLSGFSLSTSGVGVGWIRQPPGKALEWLAL IYW-DDDK 59
1A4 QITLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTTGMGVAWIRQPPGKALEWLAL IYW-DDDT 59
6E7 EVKMQESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTS--YGVHWVRQPPGKGLEWLVVIWS-DGST 57
6D6 EVKLQESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTS--YGVHAVRQPPGKGLEWLWIWS-DGST - 57

Skk - T R R s kek- kk- kkk- -

CDRH3
M8 RYRPSFQGQVT ISADKSISFVYLQWSSLKASGTAI-YYCARQSI IPV-G-GLMRGDAFDI 115
A6 KSAQRFQGRVTLTTDISTTTAYMELRSLRSDDTAV-YYCARSGMYKD-GSGSYTG--MDV 114
H8 YYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAV-YYCARQAVR----- GPARG--MDV 110
1C2 RYSPSLRNRLTITKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTGT-YFCARSVNYDDVSGTYHSHNWFDP 118
1A4 RYSPALKSRLTVTKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYYCAHTTHCS--NGVCYSAHWFDS 117
6E7 TYNSALKSMIVISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAM-YYCARE---——————- PPRRTFAY 106
6D6 TYNSALKSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAM -YYCARE-----————- PPRRTFAY 106

* - **-

M8 WGQGTMVTVSS 126
A6  WGQGTTVTVSS 125
H8 WGQGTTVTVSS 121
1C2 WGQGTLVTVSS 129
1A4 WGQGTLVTVSS 128
6E7 WGQGTTVTVSS 117
6D6 WGQGTTVTVSS 117

*khkhkkh Kkhkihkk
Figura 11. Alineamiento de secuencias de las Vi de los anticuerpos especificos a Hev b 6.02. En rojo se

muestran los CDR’s.

En este trabajo encontramos que las Vys con mayor porcentaje de identidad de
secuencia fueron las correspondientes a los anticuerpos murinos con un 96%, y entre las
regiones variables provenientes de IgEs con 77%''’. Las regiones con menor porcentaje
de identidad se presentaron entre A6y 1A4 (33%) y entre las Vus de M8 y de 1C2/1A4
(37%). Pese a la variabilidad de secuencia, el tipo y la distribucién de aminoacidos de
los CDRHI1 y CDRH2 fueron muy similares en la mayoria de los anticuerpos, con la
excepcion del CDRH2 de M8, en el cual se presenta una zona rica de Ser (Figura 11).
Esta caracteristica fue ain mas notoria entre las regiones variables murinas y las
reportadas por Laukkanen y col. para una IgE anti-heveina ''°, lo que podria indicar la

formacién de un sitio de unidén similar a Hev b 6.02 entre estos anticuerpos. Al
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comparar los CDRH3, donde la mayor variabilidad en tamafio y secuencia se presenta,
se observan CDRs largos en 1C2 y 1A4 (19 residuos), asi como en M8 (17 residuos)
(Figura 13). Este tamafo de asas se ha reportado en anticuerpos que presentan una zona
plana en el sitio de unidn al antigeno proteico; sin embargo, existen excepciones a dicha
regla, ya que CDRH3 largos (17 residuos) también permiten la formacion de sitios de
union en forma de cavidad (pocket) para péptidos '*.
CDRL1 _CDRL2_

H8 DIQMTQSPSSLSTSVGDRVTISCRAS--HS 1SS-YVNWYQQKPGKAPKLLISATSTLQNA 57

1C2 ETTLTQSPSSLSASVGDRVT ITCRAS--QS1SS-YLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSG 57

A6  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS--QNIDK-FLNWFQQKPGKAPRLL IYGATNLDSG 57

1A4 ETTLTQSPGTLSLSPGERATLSCRAS--QSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATG 58
M8 HVILTQPP-SVSVSPGQTATITCSGDQLEHMERLSICWYQQKPGQSPVVVIYQATSRPPG 59

=%k Kk ==k K *x-= * - =% - = K=kkkkhkk=-=-k%k =-=-% --

CDRL3
H8 VPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDSATYYCQQSY-SHSVTFGQGTRLEI- 106
1C2 VPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY-STPRTFGQGTRLEIK 107
A6 VPSRISGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYHCQQSY-ITPRSFGQGTKLEIK 107
1A4 IPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYG-SSPLTFGQGTRLEI- 107
M8 IPERFSGSYSGNTATLTISGAQSVDDADYYCQAWDP ISELVFGSGTQLTVL 110

=%k K e=kkk Kk E = = = - * K K -kk *k Kke-k -

Figura 12. Alineamiento de secuencias de las Vi de los anticuerpos especificos a Hev b 6.02. En verde se
138

muestran los CDR s segtin la clasificacion de Kabat ™.

Por otra parte, como se puede apreciar en la Figura 12, las regiones V| presentan
mayor porcentaje de identidad entre ellas, por ejemplo, A6 y HS8 tienen un 74% de
identidad entre ellos y mas del 80 % con 1C2 y esta Gltima 75% con 1A4. En los tres
CDRs se observa un tipo y distribucion de aminoacidos muy semejante, con excepcion
de M8. Esta cadena ligera contiene la secuencia con el menor porcentaje de identidad al
ser comparada con las demas, lo que podria indicar la formacion de un sitio de union a

Hev b 6.02 totalmente diferente.

Al modelar cada anticuerpo notamos que el sitio de unién al antigeno presenta una
topologia variada sobre todo en lo que respecta a las regiones variables de la cadena
pesada (Figura 13). Por otra parte analizamos la presencia de residuos aromadticos
ubicados en los CDR’s, ya que en varios reportes de anticuerpos especificos hacia
alergenos indican la presencia de un numero mayor de residuos aromaticos en
comparacion con otros anticuerpos, sobre todo en los CDRH2 y CDR3 de las cadenas
pesadas y de las cadenas ligeras, presentando desde hasta 15 de estos residuos en dichas

59, 188

zonas . Los anticuerpos especificos hacia Hev b 6.02 obtenidos en este trabajo

presentaron entre 8 y 9 residuos aromaticos en los CDR’s y la mayor cantidad la

13



presentd el CDRHI1 del cFv M8, mientras los anticuerpos especificos hacia este
alergeno provenientes de un banco de IgE también presentaron entre 8 y 9 residuos
aromaticos en los CDR’s, donde el CDR3H de 1C2 presentd el mayor nimero. Al
compararlos con anticuerpos dirigidos contra proteinas no alergénicas no encontramos

diferencias en dicho nimero.

scFv M8 scFv H& scFv A6

scFv 1C2(110] scFv 1A4[110]

Figura 13. Modelos de los anticuerpos especificos a Hev b 6.02..

En la Figura 14 se muestra que las secuencias humanas, en especial las cadenas
ligeras de los scFvs A6 y HS8 presentaron altos porcentajes de identidad con otros
anticuerpos IgE que reconocen alergenos del polen de la hierba Phleum pratense'*>'?’.
Este hallazgo fue también observado con anticuerpos especificos contra un alergeno de

la leche bovina (beta-lactoglobulina), ya que la region variable de la cadena ligera
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presentd un alto porcentaje de identidad con los anticuerpos especificos a Hev b 6.02'"°
y anticuerpos especificos al polen de la hierba antes mencionada'*®. A partir de estas
observaciones se podria inferir que dichos Abs presentan sitios de union parecidos y por
lo tanto, epitopos similares entre estos alergenos; lo que podria explicar algunos

problemas de reactividad cruzada observados en el 4rea clinica'®.

scfv A6 anti-Hev b 6.02 scFv anti-Phl p 5[1%9]

Figura 14. Comparacion de los modelos de las cadenas ligeras del scFv A6 anti-Hev b 6.02 y el scFv anti-

Phl p 5'*. El porcentaje de identidad de estas V| es del 81%.

6.2. Maduracion de la afinidad del scFv M8.

La clona M8 fue sometida a evolucion dirigida para la maduracion de su
afinidad; debido a que fue el primer anticuerpo que se obtuvo por seleccion in vitro. En
la Tabla 4 se muestra el proceso de evolucion en donde se establece el nimero de
variantes y la tasa de mutacion por ciclo, asi como las clonas seleccionadas y la
ubicacion de cada cambio. Después de tres rondas de maduracion, la clona G7 presentd
diez cambios con respecto a M8 (Figura 16) y un aumento de mas de cinco veces en el

reconocimiento por Hev b 6.02 (Figura 15). Cada uno de los cambios fue analizado para
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determinar su participacion en el mejoramiento de la afinidad y, en su caso, el
incremento en la estabilidad. Dos cambios, ubicados en el extremo carboxilo-terminal,

no se modelaron por carecer de una estructura modelo de esa zona.

Tabla 4. Identificacion de los cambios en los residuos de aminoacidos ocurridos durante cada ciclo
de evolucion. Las mutaciones y sus posiciones se muestran con respecto a la clona M8.

Banco Tamario de cada Clonas Mutaciones en
mutagénico banco seleccionadas comparacion ala
secuencia madre

1(BM5descFv  7.3x106variantes 1G5 FWKVH E10K
M8) (T. M:1.1%)
1F6 FWKVH M48V
FWKVH 176F
FWKVH G90S
2 (BM de 1F6) 2.38 x 108 2D6 FWKVH A9P
variantes FWKVH S17F
(T.M. 1%) FWKVH S25F
FWKVH M40l
2F7 CDR3VH 1102K

FWKVH M121V
EWKVL S208T
EWKVL S§252G
EWKVL A255G

3 (BM de 2F7) 2.3x l1l08variantes G7 FWKVL Q180H
CDR2VL S196Y

B Hev b 6.02

Abs 490 nm

M8 1G5 1F6 2D6 2F7 3G7 A6 H8
Clonas de fagoanticuerpos

Figura 15. Reconocimiento de los scFv-fago anticuerpos anti-Hev b 6.02 por ELISA. El titulo de los
fago-anticuerpos fue de 3.3 x 10'' fagos/mL
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MA8Y | 76F

S208T

G90S
Q180H

M121V

Figura 16. Ubicacion de los cambios obtenidos después del proceso de maduracion de M8. El modelo en

azul representa al scFv M8 y en verde al scFv madurado G7.

Las variaciones que estarian menos involucradas en el proceso de maduracion de
la afinidad son la S208T y la I76F (ubicadas en los FRs de la Vi y Vy, respectivamente).
Estas no presentaron cambios en el tipo de aminoacido, ya que el primero se mantuvo
como residuo polar y el segundo como residuo hidrofébico. Los residuos de metionina
expuestos al disolvente estan propensos a procesos de oxidacion, lo que provoca una
disminucion de la estabilidad de los scFv. Entonces los cambios ubicados en el FR de la
Vi M48V y sobre todo M121V aseguran mayor estabilidad a la molécula del scFv G7.
Los cambios G90S y Q180H si afectan las caracteristicas del ambiente en el que se
encuentran, ya que para el primer caso pasa de un residuo hidrofobico a uno polar y en
el segundo de polar a cargado, lo que favorece las interacciones intracadena por medio

de puentes de hidrogeno, debido a la posicion en la que se encuentran.

Los cambios que se sugiere estan mas involucrados en la maduracion de la

afinidad, debido a su ubicacién en el CDR3H y en el CDR2L son [102K y S196Y,
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respectivamente. El primer cambio podria favorecer las interacciones electrostaticas con
el alergeno, asi como un acomodo estructural del CDR3H. El altimo cambio ofrece la
presencia de un residuo aromadtico en la region de los CDRs y por consecuencia un
incremento en el area expuesta al disolvente (104.93 Az), que la hace mas susceptible a
la interaccion con el alergeno Hev b 6.02 por medio de interacciones hidrofobicas o por

puentes de hidrogeno.

6.3 ENSAYOS DE INHIBICION

6.3.1 Competencia entre scFvs.

Para verificar si los anticuerpos obtenidos reconocen sitios diferentes de Hev b
6.02, se realizd una inhibicién por ELISA entre los scFvs G7, A6 y HS, la cual se
muestra en la Figura 17. Cuando se utiliz6 el formato de proteina soluble para uno de
ellos (G7) y haciéndolo competir con él mismo (control positivo) y con los demas en
formato de fago-anticuerpo se observd que los anticuerpos A6 y H8 inhiben hasta
73.5% a G7. Segun los parametros establecidos por Ponomarenko y Bourne'™, se dice
que dos anticuerpos que tengan mas del 75% de competencia entre ellos por un mismo
antigeno estan reconociendo un mismo epitopo de ese antigeno. Debido a lo anterior,

A6, H8 y G7 estan reconociendo sitios aparentemente diferentes.

100-
—— a6

—— N8
—~—q7

Porcentaje de inhibicion
a
o
[

C J J J J
0.01 0.1 1 10 100

Concentracion del inhibidor (ug/mL)

Figura 17. Inhibicion entre fragmentos variables de cadena sencilla.

18



6.3.2 Inhibicién de la interaccion IgE-Hev b 6.02 por anticuerpos recombinantes.

Una de las caracteristicas mas importantes de los anticuerpos, producidos in
vitro, contra alergenos es su capacidad de inhibir la interaccion de estos con IgEs de
suero de pacientes. Con el objeto de determinar dicha propiedad para el anticuerpo
murino 6E7 y para los scFvs humanos M8, A6, H8 y el madurado G7 se realizaron
ensayos de inhibicion por competencia entre cada anticuerpo recombinante y cada suero
de paciente, de donde se seleccionaron las respuestas mas variadas, las cuales se
muestran en la Tabla 5. Cabe destacar que el scFv H8 es capaz de inhibir hasta en un
55% dicha interaccion y que la combinacion de todos los anticuerpos inhibe mas de un

70% la interaccion IgE-Hev b 6.02 en algunos pacientes.
Tabla 5. Porcentaje de inhibicion de la interaccion Hev b 6.02-1gE por anticuepos recombinantes.

Individuo | scFv M8 | scFv G7 scFv A6 scFv H8 mAb 6E7 | scFvs +

mADb

6E7
Porcentaje de Inhibicién
1 32.6 28.5 22.6 19.0 9.5 24.3
2 14.4 18.5 8.0 6.1 18.8 20.2
3 20.7 18.9 51.3 42.7 9.6 13.2
4 24.9 6.9 - 55.1 20.6 63.4
5) 22.0 26.5 8.3 35.7 12.9 15.0
6 8.2 - - 37.3 30.6 33.6
7 121 34.1 141 45.3 40.6 71.5
Promedio | 19.3 22.3 20.9 34.5 20.4 34.5

Los Abs capaces de inhibir la interaccion alergeno-IgE, pueden provenir de
origenes diferentes, como el murino® '*!, humanos a partir de banco inmunes''* '** y
de bancos no inmunes'>”. Estos pueden ser utilizados para la purificacion y
cuantificacion de alergenos, el mapeo de epitopos y el desarrollo de vacunas
terapéuticas. Loveless y col. (1940) definen por primera vez el término de anticuerpo

bloqueador, mostrando que la inhibicién competitiva entre IgGs de diversos origenes e

IgEs de suero de pacientes puede usarse como un tratamiento efectivo contra la
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alergia'™* °°. Estudios posteriores, de varios grupos realizados in vitro, establecieron
que después de un proceso de vacunacion se observaron bajos niveles de IgEs

156-158

especificos ,inhibicion de la liberacion de histamina en basoéfilos y la disminucion

de la respuesta de linfocitos T hacia alergenos, asi como una marcada disminucion de

. et e i i 159-160
los sintomas alérgicos In vivo .

La capacidad de inhibir la interaccion IgE-alergeno por los Abs producidos en
este trabajo fue comparada con los datos reportados en la literatura para otros alergenos
los cuales se muestran en la Tabla 6. Se observan comportamientos similares
independientes del tamafio del alergeno, indicando la posible presencia de regiones

inmunodominantes.

Tabla 6. Porcentaje de inhibicion maxima de algunos anticuerpos bloqueadores reportados en la

literatura.

Anticuerpo Alergeno Porcentaje Maximo de | Referencia

bloqueador inhibicion alergeno-1gE

AbM BV16 Betv1 40% (Mirza et al., 2000)™**
AbM 21E11 Apim 2 57% (Padavattan et al., 2007)%
AbM 4A7 Blot5 45% (Naik et al, 2007)**

AbM de IgE Phlp 1 43% (Flicker et al., 2006)***
AbM 13A4 Der f 2 50% (Nishiyama, et al, 1999)*¢
scFv H8 Hev b 6.02 55% En este trabajo

scFv A6 Hev b 6.02 51% En este trabajo

AbM 6E7 Hev b 6.02 40% En este trabajo

En este trabajo se establece por primera vez que varios anticuerpos especificos e
individualmente identificables contra un mismo alergeno realizan un efecto sinérgico de
inhibicién a la interaccion IgE-alergeno al combinarse. En la Tabla 5 se muestra que en
algunos pacientes se obtiene mas del 63% de inhibicion, lo que hace evidente que la
bateria de anticuerpos reconoce diferentes regiones de la superficie de Hev b 6.02, al
igual que la poblacion de anticuerpos IgE presentes en los sueros de pacientes alérgicos.
Este tipo de sinergismo so6lo se habia observado con el uso de anticuerpos policlonales
159, 163

. Por tales motivos, los anticuerpos especificos hacia Hev b 6.02 pueden ser

utilizados como herramientas potenciales en el diagnostico y tratamiento de la alergia al
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latex.

El scFv G7 madurado no genera un aumento considerable de la inhibicion de la
interaccion IgE-Hev b 6.02 comparado con el scFv M8 (Tabla 5), por el contrario, en
algunos casos se observd disminucion de dicho efecto. Esto podria indicar que la
caracteristica mas importante de un anticuerpo bloqueador no es la afinidad, sino el
epitopo que estd reconociendo. Varios reportes de anticuerpos con alta afinidad hacia

alergenos que no tienen efecto bloqueador corroboran esta importancia'*® '**.

6.3.3 ldentificacion de los sitios importantes en la interaccion Hev b 6.02-
Anticuerpos recombinantes.

Para determinar los residuos de Hev 6.02 involucrados en la interaccion con los
diferentes anticuerpos recombinantes estudiados, se utilizaron variantes de este alergeno
que previamente habian demostrado su capacidad hipoalergénica en pruebas in vitro ¢ in

- 103, 104
vivo 7’

y que ademas mantuvieron el plegamiento tipico de heveina. En la Figuras
18 y 19 se muestra el alineamiento, asi como las variaciones en la estructura 3D de la
pseudoheveina y Hev b 6.0202 (isoforma 2) comparadas con Hev b 6.02. Las proteinas
antes mencionadas fueron utilizadas como inhibidores de la interaccién de Hev b 6.02
con cada anticuerpo recombinante y con una mezcla de IgE de suero de pacientes. Para
realizar estos experimentos de usaron concentraciones crecientes de las tres proteinas. Si
se presenta un cambio en la capacidad inhibitoria comparada con el control positivo

(Hev b 6.02), de lo cual se deduce que los cambios presentes en estas variantes son

importantes para las interacciones con los diferentes anticuerpos (Figura 20).

Hev b 6.02 EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD
10 20 30 40
Pseudoheveina EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ YGWCGSSDDY CSPSKNCQSN CKGGG
Hev b 6.02m EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD
Hev b 6.0202 EQCGRQAGGK LCPDNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD

Figura 18. Comparacion de las secuencias entre variantes de Hev b 6.02. En rojo se muestran las
variaciones con respecto a este alergeno, cabe seflalar que para el caso de la heveina modificada se
marcan en rojo los residuos de triptéfano por la modificacion quimica de oxidacion que sufrieron con el

BNPS-Skatole'®.
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N14D

H35K
D43G

E29D

D34S T27S

Figura 19. Ubicacion 3D de los cambios presentes en pseudoheveina y Hev b 6.0202. En morado se

muestra a Hev b 6.02, en azul a pseudoheveina y en verde a Hev b 6.0202.

A I9& B scFv H8

100+ 100+
——Hevb6.02 —4—Hevb6.02
—l- Hev b 6.0202 B Hevb 6.0202
5 75 —&— Pseudoheveina 5 —A— Pseudoheveina
2 ~¥- Hev b 6.02 modificada g 751 ¥ Hevb .02 modificada
Z =
£ £
8 504 S 504
2 2
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S
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0 1 0 T T T 1
0.01 0.1 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100
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C SCFV G7 D ADM 6E7
w 1001
1009 ¢ Hevb 6.02 —-Hevb6.02
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Figura 20. Ensayos de inhibicion por ELISA de la interaccion Hev b 6.02-Anticuerpos recombinantes. El
promedio de la inhibicion de la unién de Hev b 6.02 en fase solida a IgE (A), scFv H8 (B), scFv G7 (C) y
el Abm 6E7 (D) por Hev b 6.0202, pseudoheveina y heveina quimicamente modificada. La curva de

inhibiciéon con Hev b 6.02 es mostrada como control positivo.
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Es importante recalcar que los cambios presentes en Hev b 6.0202,
pseudoheveina y heveina quimicamente modificada se presentan en residuos expuestos
al disolvente, lo que puede darnos informacién importante de los sitios que cada
anticuerpo reconoce. La mutacion natural N14D presente en Hev b 6.0202 genera un
cambio local en la distribucion de cargas, lo que posiblemente indica que el residuo
localizado en la posicion 14 es importante en la interaccion con el scFv G7, debido a
que presentd un 70% de inhibicién comparada con Hev b 6.02 (Figura 20C). Cuando el
ambiente de los residuos aromaticos W21 y W23 cambia por el efecto de la oxidacion,
la interaccion con el scFv H8 y el Abm 6E7 presenta una disminucion en la inhibicion
de 40% y 58%, respectivamente (Figura 20 B y D). Por otra parte, la heveina
modificada no mostré cambios en la interaccion con el scFv G7; esto sugiere que los
residuos aromaticos antes mencionados forman parte de un epitopo ubicado en la cara
opuesta a la del epitopo reconocido por el scFv G7. La variante natural de la heveina
(pseudoheveina) presenta seis mutaciones ubicadas en la region C-terminal y el cambio
W21Y en la region aromatica (Figura 19). Estos cambios mostraron una reduccion en la
capacidad de uniéon de todos los anticuerpos recombinantes en diferentes porcentajes,
indicando que algunos de estos residuos estan involucrados en dichos reconocimientos.
Los cambios en D34S y D43G propician la reduccion de cargas negativas expuestas y
por lo tanto la reduccion de interacciones polares en la molécula, estos cambios son los
que se sugiere impactan en mayor grado la topologia del epitopo que reconocen varios

anticuerpos.

Cuando comparamos el efecto inhibitorio de estas variantes en la interaccion con
IgEs provenientes de suero de pacientes alérgicos (Figura 20A), observamos que la
pseudoheveina y la heveina modificada presentaron bajos porcentajes de inhibicion,
50% y 20%, respectivamente, lo cual sugiere que los residuos W21, W23, T27, E29,
D34, H35 y D43 son relevantes en la interaccion IgE-Hev b 6.02. Estableciendo que
existen residuos importantes o inmunodominantes que son reconocidos también por los

anticuerpos recombinantes producidos en este trabajo.
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6.4 Ensayos de fluorescencia

La fluorescencia intrinseca del triptofano puede ser usada para estimar la
naturaleza polar del microambiente en el cual se encuentra este residuo, y explicar
fendmenos como el plegamiento-desplegamiento y la union a ligandos, entre otros.
Existe una relacion entre el grado de exposicion del grupo indol al disolvente y la
intensidad méxima de fluorescencia. En la Figura 21 se muestra la estructura 3D de Hev
b 6.02, en donde los residuos W21 y W23 presentan areas de superficie accesible al
disolvente de 165.9A% y 112.1A% respectivamente. Adicionalmente se observa que W21
expone las dos caras y el borde del anillo bencénico, asi como una cara y el borde del
anillo pirrol, mientras W23 expone una cara y un borde del anillo bencénico y una cara
y borde del anillo pirrol, lo que explica que el centro de la masa espectral de esta

molécula sea de 358 nm, el cual se ubica del lado rojo del espectro.

Trp 23

Trp21

Figura 21. Ubicacion de los residuos de Trp expuestos en disoluciéon de Hev b 6.02.

6.4.1 Centro espectral de fluorescencia

El efecto en el centro espectral de fluorescencia al interaccionar con
concentraciones crecientes de los diversos anticuerpos recombinantes fue determinado.
La union del scFv H8 y el anticuerpo monoclonal 6E7 promovieron un cambio hacia la
region azul del espectro de emision de 358 nm a 348 nm y 345 nm, respectivamente.
(Figura 22). Cabe mencionar que los espectros de emision de los anticuerpos tienen
centros de masa alrededor de 335 nm, lo que indica que los posibles residuos Trp

presentes en los mismos no se encuentran expuestos al disolvente de la misma forma
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que en el alergeno. Estos resultados indican la presencia de por lo menos dos epitopos
diferentes o parcialmente diferentes, un epitopo involucra a los residuos aromaticos

expuestos en la superficie, el otro no los incluye.

—l— Hev b 6.02-mAb 6E7
1—&— Hev b 6.02-scFv G7
—&— Hev b 6.02-scFv A6
343 — —@— Hev b 6.02-scFv HS

Centro espectral (nm)

T
0.01 0.1 1 10
Radio Molar Ab:Ag

Figura 22. Efecto en la fluorescencia intrinseca de los triptéfanos de Hev b 6.02 al interaccionar con los

anticuerpos recombinantes en diferentes relaciones molares.

El acoplamiento de los anticuerpos scFvs H8 y el AbM 6E7 con Hev b 6.02
promueve un cambio en el microambiente de los dos triptofanos presentes estableciendo

. . ., . . . 127
una clara disminucion en la polaridad de dicho ambiente

. Esto indica que estos Abs
cubren por lo menos una cara del anillo bencénico en los dos triptdfanos, segtn los

analisis de Vivian y Callis'®.

6.4.2 Apagamiento dependiente de acrilamida

En la Figura 23 se muestra el apagamiento de la sefial de fluorescencia (mediante la
ecuacion de Stern Volver'®” ") de Hev b 6.02 y de los complejos Hev b 6.02-

anticuerpos recombinantes, en presencia de concentraciones crecientes de acrilamida la

cual es un quencher (apagador) no cargado.
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Hev b 6.02-scFv G7 (1:1) 15.5+0.349
Hev b 6.02-scFv H8 (1:1) 15.4+0.440

Figura 23. Graficas de Stern-Volmer para los efectos en el apagamiento de Hev b 6.02 y sus complejos

con anticuerpos recombinantes.

En este caso la presencia de los anticuerpos AbM 6E7, scFv H8 e incluso del
scFv G7 provocaron una disminucién de la constante de Stern Volver (Ksy), indicando
que por lo menos un triptofano es menos accesible en presencia de estos anticuerpos a la
interaccion con la acrilamida, ya sea por cercania estructural o interaccion directa entre

ellos.
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6.5. Modelado por homologia y acoplamiento simulado (docking) simulado de los
complejos Hev b 6.02-scFvs.

Los modelos de los scFvs especificos a Hev b 6.02 fueron seleccionados
considerando el resultado de menor energia y ademas fueron validados utilizando
PROCHECK'®®. El criterio de evaluacion de los acoplamientos siguié el criterio de
CAPRI (Critical Assessment of Predicted Interactions) '*°, el cual se basa en la fraccion
de contactos nativos (fnat), que se define como el niimero de contactos correctos
residuo-residuo del complejo predicho, dividido entre el nimero de contactos en el
complejo blanco. El criterio de seleccion es alto si fhat es mayor o igual a 0.5, en
nuestro caso fnat fue de 0.67 a 0.7 en los mejores resultados. El siguiente parametro es
L rms, el cual define el desplazamiento de la cadena principal del ligando predicho
contra las estructuras blanco al superponer éstas en relacion al receptor (anticuerpo). El
criterio de seleccion es alto cuando el L_rms es menor o igual a 1.0, el medio cuando va
de 1 a 5y el bajo aceptable cuando va de 5 a 10. Nuestros valores oscilan entre de 1.27
a 1.87, por lo que se encuentran en el rango medio. No se presentaron contactos
desfavorables de acuerdo al analisis realizado en UCSF Chimera"*’. Los modelos, asi

como los acoplamientos se muestran a lo largo del trabajo.

6.6 Interaccion alergeno-anticuerpo

Actualmente se han establecido las principales caracteristicas que definen a la
interaccion antigeno-anticuerpo en comparacion con otras interacciones. Estas
involucran coincidencia geométrica, area de distribucion de cada epitopo, presencia

. . 2,169-174
dominante de algunos residuos, entre otros”> 7%,

La interaccion alergeno-anticuerpo es el evento crucial de la respuesta alérgica y ha
sido poco estudiada desde el punto de vista estructural. Como una forma de
acercamiento a esta informacion se realizaron modelos de las interacciones entre los
anticuerpos obtenidos y Hev b 6.02. Estos modelos sugieren la presencia de tres
epitopos discontinuos con diferencias topoldgicas en el reconocimiento. Uno de ellos,
Hev b 6.02-scFv H8 (Figura 24D), comprende un parche de residuos aromadticos

expuestos al disolvente rodeados de algunos residuos polares; el segundo, Hev b 6.02-
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scFv G7 (Figura 24B) establece un epitopo conformacional integrado por las regiones
amino y carboxilo terminal, y el tercero Hev b 6.02-scFv A6 (Figura 24C) muestra un
reconocimiento por la regidon carboxilo-terminal. En la Tabla 7 se muestran las
caracteristicas de dichas interacciones comparadas con los datos promedio reportados
por Rubinstein y col. (2008) sobre las interacciones Ab-Ag' ™. Los resultados obtenidos
son consistentes con la mayoria de las caracteristicas de los complejos anticuerpo-

55,173 . .
77, Los residuos de los diferentes

antigeno obtenidos mediante datos cristalograficos
anticuerpos, que predominan en la interaccion con Hev b 6.02, son residuos aromaticos
como Tyr y Trp, ademés de Ser, Asn, Arg y Asp, datos que concuerdan con reportes
previos’" *>*°. También se observa en la Figura 24, que el scFv M8 presenta menos
interacciones con Hev b 6.02 que el scFv madurado G7, atin cuando el area cubierta del
alergeno es mayor. Estos resultados explicarian el aumento en la afinidad de este

anticuerpo, ya que ocurre un rearreglo favorecido por los cambios obtenidos en la

evolucion dirigida, sobre todo aquellos ubicados en el CDR3H y el CDR2L.

En nuestro caso encontramos que los anticuerpos, que presentan mayor capacidad
inhibitoria de la interaccion IgE-Hev b 6.02 (Tabla 5), fueron aquellos que al menos
establecen un contacto con los residuos aromaticos expuestos al disolvente (Trp 21 y
Trp 23), indicando la importancia de estos residuos en el reconocimiento por
anticuerpos. Actualmente existen varios reportes que destacan la importancia de los
residuos aromaticos en los epitopos de alergenos. Por ejemplo, algunos con actividad
biologica de cistein-proteasa, presentan en el centro de un epitopo IgE un residuo

174
conservado de Tyr

. Por otra parte, en los epitopos conformacionales de la albimina
2-S SFA-8, alergeno de las semillas de girasol'”” y en algunos alergenos con actividad
de serina-proteasas se ha reportado la presencia de Trp como residuos clave'’.
Recientemente, Padavattan y col., (2007) reportaron la estructura Api m 2-Fab que
muestra a un epitopo formado por un parche hidrofébico (Trp y una Phe), flanqueados
por residuos polares y cargados®. Todos estos resultados indican que los residuos
aromaticos participan en redes de interacciones cooperativas, tanto hidrofébicas como

polares importantes para interaccionar con anticuerpos IgE e IgG

En la Tabla 8 se muestran los residuos de Hev b 6.02 que forman parte de los

epitopos reportados en estudios previos, asi como la prediccion de epitopos
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conformacionales resultado de los acoplamientos realizados en este trabajo y por
aquellos obtenidos en el servidor PPIPRED'”". Entre el 21% y 23% de los residuos
involucrados en los epitopos lineales reportados por Beezhold y col®® y Banerjee y col”,
no se encuentran expuestos al disolvente en la estructura 3D de este alergeno; por lo
cual residuos como Asnl4, Asnl5, Trp21, Trp23, Glu29, Pro33, Asp34, His 35 y Asn36
serian los mds involucrados en la interaccion con anticuerpos. Estos se localizan
distribuidos en la parte media y carboxilo terminal de este alergeno. Los residuos
involucrados en el reconocimiento por IgEs reportados por Karisola y col'® se
encuentran en mas de dos caras de este alergeno, en una de ella se encuentran los
residuos Arg5 y GIn38, en otra la Lys10 y en la altima los residuos His35, Glu29 y
Tyr30, indicando la ubicacion de mas dos epitopos conformacionales diferentes. Cabe
sefalar que la existencia de servidores que predicen los epitopos conformacionales,
hasta el momento no son disefiados para el caso de la prediccion de los epitopos de
alergenos, ya que su bases de datos no involucran dichas interacciones. Sin embargo, el
acercamiento realizado por el servidor PPIPRED'" establecié que residuos como
Asnl4, Asnl5, Trp21, Trp23, Glu29 y Tyr30 pueden ser importantes en la interaccion
de Hev b 6.02-anticuerpos. Por lo anterior, se establece que residuos ubicados en las
regiones amino, central y carboxilo son importantes para el reconocimiento con las IgEs
de suero de pacientes, pero no se establece las posibles interacciones entre estos y los

residuos ubicados en el paratopo.

Los modelos obtenidos de la interacciones Hev b 6.02-anticuerpos
recombinantes delimitan area cubierta, residuos involucrados y posibles interacciones,
algunas de las cuales fueron comprobados por los experimentos in Vvitro antes mostrados.
Dichos epitopos muestran (Tabla 8) la importancia de Lys10, Asn 14y Asn 15, Asn40 y
Lys42 en las interacciones con el paratopo del scFv G7; ArgS, Trp21, Trp23, Glu29 y
Asp34 en las interacciones con el paratopo del scFv H8, asi como los residuos de la
parte carboxilo terminal que se estiman como importantes en la interaccion con el scFv

A6.
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Figura 24. Modelos de la interaccion entre los anticuerpos recombinantes y Hev b 6.02. Vista frontal de Hev b 6.02 (violeta). A) con scFv
MS8(azul), B) con scFv G7 (verde), C) con scFv H8 (amarillo) y D) con scFv A6(ciano oscuro). En representacion de esferas se muestran los

residuos involucrados por interacciones polares.
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Tabla 7. Cuadro comparativo de las caracteristicas en las interacciones Ab recombinante-Hev b 6.02

Tamafio del epitopo
Area de distribucion
Interacciones Polares

Interacciones hidrofébicas

Porcentaje del area del epitopo en
contacto con los CDRs

Tipo de epitopo

Tendencia de residuos
predominantes involucrados en el
epitopo
Estructura secundaria en
epitopos

Estudios de
Rubinstein'™

15 a 25 aminoacidos
600- 1000 A>

90-100%

Conformacional

2 a6segmentosde 1a3

residuos

Tyr, Trp, residuos
cargados y polares.

Asas

Interaccion scFv M8-
Hev b 6.02

21
1100. 1 A2

Puentes de hidrogeno
Leu 11-Ser 175(L1),
Asp 235 (L3)
Asn 14-Asp 111 (H3)
Asn 15-Tyr52(H2)

No determinada

93.1%

Conformacional

4 segmentos de tamafio

variable

Residuos polares

Asas

Interaccion scFv G7-Hev
b 6.02

16
788A°

Puentes de hidrogeno
GIn2-His109 (H3)
Lys10-Tyr196 (L2)
Leul1-GIn193 (L2)
Cys12-Serl75 (L1)
Asnl4-Tyr52 (H2),
Asplll (H3)
Asnl5-Tyr52 (H2), Arg59
(H2), Trp234 (L3)
Ser26-Asp55 (H2)
Asn40-Asp235 (L3)
Lys42-Asp55 (H2)
Puentes salinos

Asp 42-Lys 55 (H2)

Leull-Leul74(L1)
Leul6-Tyr52 (H2)
Trp23-Met108(H3)

100%

Conformacional
5 segmentos de tamafio
variable

Residuos polares y
cargados

Asas

Interaccion scFv A6-
Hev b 6.02

18
852.2A

Puentes de hidrogeno
Asnl5-Asn168(L1)
Ser26-Ser106(H3)
Asp34-Asn55(H2)
Asn40-Tyr232(L3)
Cys41-Arg236(L3)
Lys42-Ser108(H3)
Asp 43-Arg236(L3)

Puentes salinos

Asp43-Arg236(L3)

Pro33-Trp50(H2)
Pro-Leu57(H2)

96.4%

Conformacional
5 segmentos de
tamafio variable

Residuos polares y
cargados

Asas

Interaccion scFv H8-Hev b
6.02

15
614 A?

Puentes de Hidrégeno
Arg5-Gly103 (H3)
GIn6-Gly103 (H3)
Ser19-Tyr228 (L3)
GIn20-Tyr228 (L3)
Trp21-Tyr168 (L1)
Trp23-Tyrl68 (L1), Tyr228
(L3)

GIn29-His163 (L1)
Pro33-Tyr59 (H2)
Asp34-Tyr59 (H2)
Puentes salinos
Glu29-His163(L1)
Trp21-Tyr228(L3)
Trp23-104(H3),
Tyrl68(L1),Tyr228(L3)
Tyr30-Tyr228(L3)

95%

Conformacional
5 segmentos de tamafio
variable

Residuos aromaticos y polares

Asas y hoja Beta

En negritas se muestran los residuos en los anticuerpos que mas frecuentemente se encuentran involucrados en este tipo de interacciones.
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Tabla 8 Residuos involucrados en los epitopos lineales y conformacionales de Hev b

6.02.

Residuo | ASA | ASA>80A | Beezhold | Banerjee Karisola PPIPRED | PPIPRED | PPIPRED scFv scFv A6 scFv
@A) y colt® y col.1t y coltot 1 2 3 G7 H8

GLU 1 1107

GLN 2 85.98 _

cYs 3 0

GLY 4 5.7

ARG 5 178.09 _

GLN 6 59.16

ALA 7 217

GLY 8 78.81

GLY 9 4174

LYS 10 125.77

LEU 11 114.9 -

cYs 12 8.87

PRO 13 98

ASN 14 | 140.67

ASN 15 | 124.56

LEU 16 59.5

cYs 17 8.93

CYs 18 0

SER 19 6.33

GLN 20 41.1

TRP 21 | 165.92

GLY 22 0

TRP 23 | 11211

CYS 24 26.83

GLY 25 10.38

SER 26 67.49

THR 27 79.76

ASP 28 90.27

GLU 29 | 102.19

TYR 30 50.89

CYS 31 1.01

SER 32 18.86

PRO 33 79.98

ASP 34 [ 12875

HIS 35 77.38

ASN 36 97.88

CYs 37 17.19

GLN 38 56.12

SER 39 20.98

ASN 40 58.92

CYS 41 63.96

LYS 42 98.26

ASP 43 [ 191.67
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Tabla 9. Cuadro comparativo de las caracteristicas de las interacciones alergeno-anticuerpo reportadas hasta el momento.

Tamarfio del
epitopo
area de
distribucion
de los
epitopos
Porcentaje
del area del
epitopo  en
contacto con
los CDR’s

Tipo de
epitopo

Residuos
involucrados

Preferencia
de estructura
secundaria
en epitopos

Estudio de
Rubinstein®™

15 a 25 aminoacios

600- 1000 AZ

90-100%

Conformacional

2 a 6 segmentos de
1 a 3 residuos

Tyr, Trp, residuos
cargados y polares.

Asas

Interaccion Fab-Bet v
1(1)144

22

842

100%

Conformacional
5 segmentos de tamafio
variable

Residuos polares 'y
cargados
Asas flanqueadas de

hojas beta

Interaccion Fab-Api m 2
(2)63

16

840

100%

Conformacional
2 segmentos de tamafio
variable

Trp en el centro del
epitopo rodeado de Glu y
Asp

Asas

Interaccion scFv-p
lactoglobulina (3)*®

28

851

100%

Conformacional
6 segmentos de tamafio
variable

Sitios ricos en Glu (7) y
Lys, existe la presencia
de un Trp y una Tyr.

Hojas beta

(1) Bet v 1, una proteina que transporta lipidos, es el un alergeno de abedul blanco Betula verrucosa
(2) Api m 2, una hialuronidasa, es un alergeno presente en el veneno de abejas Apis mellifera

(3) B-Lactoglobulina es un alergeno de la leche bovina
(4) Bla g 2 es una aspartico-proteasa inactiva, un alergeno proveniente de cucaracha Blattella germanica

Interaccion Fab-Bla g 2
(4)185

24

928.7

89.65%

Conformacional
5 segmentos
variable.

de tamafo

Tyr en el centro del epitopo

Asas rodeadas de hojas beta
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Hasta la fecha se han resuelto mas de 30 estructuras de alergenos por difraccion
de rayos X y més de 10 por resonancia magnética nuclear (NMR), estableciendo una
gran variedad de estructuras generadoras de una respuesta alérgica y la ausencia de
patrones que determine las caracteristicas estructurales que hacen de una proteina un
alergeno. Sin embargo, la presencia de funciones comunes en una gran cantidad de
alergenos establece la posibilidad de que la funcion intrinseca de una proteina este
estrechamente vinculada a la modulacion de la respuesta inmune y la estimulacion en la
produccion de IgEs. Las principales funciones encontradas en las proteinas alergénicas
incluyen enzimas hidroliticas, proteinas que unen ligandos, y que ademas estén
involucradas con mecanismos de defensa. Hev b 6.02 es una lectina que une oligbmeros

de N-acetilglucosamina y se encuentra relacionada en procesos de defensa de la planta.

Algunas de las proteinas que unen ligandos presentan en el sitio de unidon zonas
ricas en residuos hidrofébicos sobre todo aromaticos, como en el caso de algunas
proteinas de plantas que transportan lipidos (Bet v 1 del abedul blanco y Pru av 1 de la
cereza)'”®, el sitio de union a poli-L-prolina de profilinas (Hev b 8 del latex y Bet v 2
del abedul)'” lipocalinas animales (Can f 1 y Can f 2 de perro, Rat n 1 de rata, Bos d 5

180182 'y enzimas®™ '™ 17> ¥ De manera general

de vaca, Equ ¢ 1 y Equ ¢ 2 de caballo)
los residuos hidrofobicos se encuentran ocultos al disolvente, pero pueden exponerse
por la pérdida de su ligando especifico®™ y en ocasiones atn cuando estan presentes,
como en el caso de ligandos pequefios®. Estos resultados concuerdan con reportes
recientes que indican que el sistema inmune pudo haber evolucionado para detectar
también regiones hidrofobicas de proteinas inmunogénicas, las cuales consisten
principalmente de parches ricos en residuos aromaticos® ' ' En la Tabla 9 se
muestran algunas de las caracteristicas de las interacciones alergeno-anticuerpo,
reportadas hasta el momento, obtenidos de datos estructurales®® 4% 131 185
Notablemente, se observa que los epitopos conformacionales se encuentran en zonas

protuberantes, mayoritariamente asas, en donde existe la presencia de residuos

aromaticos.



7 CONCLUSIONES GENERALES

La elaboracion de anticuerpos especificos, contra los principales alergenos
reportados, permite crear herramientas Utiles en el proceso de purificacion y deteccion
de dichas proteinas. No obstante, estos pueden ayudar a la determinacién de los
epitopos conformacionales que interaccionan con los anticuerpos de pacientes, al
presentar la caracteristica de inhibir dicha interaccion ya sea parcial o totalmente. En
este trabajo se obtuvo una bateria de anticuerpos funcionales provenientes de dos
procesos de seleccidn diferente, lo cual asegurd encontrar repertorios heterogéneos que
interaccionaron con el alergeno Hev b 6.02. Estos anticuerpos recombinantes mostraron
diferente capacidad inhibitoria de la interaccion alergeno-1gE y un reconocimiento hacia
mas de una region de la estructura 3D en este alergeno. Estas caracteristicas los hacen
imitar a aquellos anticuerpos obtenidos por un proceso de respuesta policlonal que
depende de la predisposicion genética de los individuos y la naturaleza del alergeno.
Cabe destacar que se observé un efecto sinérgico en la capacidad inhibitoria de la
interaccion IgE-Hev b 6.02 al utilizar una mezcla de los anticuerpos obtenidos. Es
importante mencionar que adn cuando los fragmentos variables de cadena sencilla
provenian de un banco no inmune presentaron una alta similitud con regiones variables

de IgEs de pacientes alérgicos a diferentes proteinas, lo que ademéas de corroborar



reportes previos, podria explicar la presencia de algunos procesos de reactividad

cruzada entre ciertos alergenos de plantas.

En este trabajo se identificaron residuos, por medio de pruebas inmunolégicas y
fisicoquimicas, que parecen ser claves en la interaccion entre los anticuerpos
recombinantes y las IgE de suero de pacientes, esta informacién fue confirmada por los
ensayos de acoplamiento realizados in silico. Estos residuos, ubicados esencialmente en
dos zonas de Hev b 6.02, comprenden el sitio de reconocimiento a carbohidratos y las
partes cercanas a las regiones amino y carboxilo terminal, con lo que se establece que

las discrepancias observadas en reportes previos son producto de analisis unitario.

Por ultimo, el aumento en la afinidad del scFv M8 no incrementé la capacidad
inhibitoria de este anticuerpo. Esto ultimo indicaria que dicha capacidad no esta
involucrada con la afinidad sino con la especificidad del sitio de reconocimiento,
haciendo a esta Ultima caracteristica, la mas importante en el proceso de seleccion de

anticuerpos blogueadores hacia alergenos.

El conocimiento de los epitopos de Hev b 6.02 serd fundamental en el disefio
racional de variantes hipoalergénicas, cuyas modificaciones estén basadas en la
estructura de los determinantes antigénicos. Por otra parte, la produccion de anticuerpos
recombinantes especificos que compitan con las IgEs de suero de pacientes podria tener
dos aplicaciones principales, una como herramienta de diagnostico y la segunda

permitiria el desarrollo de inmunoterapia alergeno-especifica.



8 PERSPECTIVAS

El presente estudio aporta informacion relevante en relacién a la interacciéon y
reconocimiento de los diferentes epitopos del alergeno Hev b 6.02 con diversos
anticuerpos; sin embargo, aun hay varias cuestiones por investigar. Estudios
estructurales de los complejos Hev b 6.02-scFv H8, Hev b 6.02-scFv G7 y Hev b 6.02-
scFv A6, por medio de cristalografia de rayos X o bien estudios por resonancia
magnética nuclear, nos permitiria analizar a detalle las interacciones alergeno-
anticuerpo y determinar con mayor precision los epitopos conformacionales de Hev b

6.02, asi como los residuos determinantes en el reconocimiento.

De igual forma, es importante determinar la capacidad blogueadora in vitro e in
vivo de los anticuerpos obtenidos en este estudio, a través de la inhibicion de la
liberacion de mediadores de la inflamacion en basofilos y por estudios de inhibicién en
roedores, respectivamente. Esta informacion permitird analizar la posibilidad de que

estos anticuerpos sean utilizados como herramientas terapéuticas.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Hev b 6.02 (hevein), identified as a major allergen from natural rubber latex (NRL), is involved in the
Received 11 August 2008 latex-fruit syndrome and also acts as a pathogenesis defense-related protein. Its 3D structure has been
Accepted 27 August 2008

solved at high resolution, and its linear epitopes have already been reported. However, information about
conformational epitopes is still controversial, even though it is relevant for an accurate diagnosis and
treatment. as well as for the study of allergen-antibody molecular interactions. We sought to analyze the

Available online xxx

';l’i"w"'ﬂ" B-cell epitopes of Hev b 6,02 at a molecular and structural level, using specific recombinant antibadies, We
Bn(::! Ylﬁ:impe obtained a murine monoclonal antibody (mAb 6E7) and three human single chain fragments (scFvs A6, H8,
Docking and G7) anti-Hev b 6.02 that were able to compete for hevein binding with serum IgEs from latex allergic
Hevein patients. In vitro assays showed that the mAb 6E7 and scFv H8 recognized the area of Hev b 6,02 where
Hev b 6.02 the aromatic residues are expaosed: while the scFv G7 defined the amino and carboxy-terminal regions
_ Humanschv that lie close to each other, as a different epitope. The structural modeling of the Hev b 6.02~-scPv H8 and
Latex allergy Hev b 6.02-s¢Fv G7 complexes revealed the putative regions of two conformational epitopes. In one of

Monoclonal antibody

these, the aromatic residues, as well as polar side chains are important for the interaction, suggesting that
Pmtein-prqt_ci_{\ interaction__

o ! e they are part of a dominant conformational epitope also presented on the Hev b 6,02-1gE interactions.-
o e | Antibodies recognizing this important allergen have potential to be used to diagnose and ultimately treat
‘ : ) latex allergy.
© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction centration, is a 4.7-kDa lectin that also acts as a pathogenesis

defense-related protein (Yeang et al., 2006). Several analyses of dif-

It is now widely recognized that IgE-mediated reactions (type |
hypersehsitivity) and contact dermatitis to NRL proteins are impor-
tant medical problems, particularly in countries that are striving
to attain higher technological standards (Wagner and Breiteneder,
2005). The high-risk population includes individuals exposed to
proteins found in products manufictured with this material, such
as gloves and surgical devices (Bernstein ot al., 2003). Hev b 6.02
(hevein), one of the major NRL allergens existing in high con-

Abbreviations: ASA, accessible surface area; BSA, bovine serum albumin; CDR,
complementary determining region: ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay:
FR, framework region; mAb, monoclonal antibody: NRL, natural rubber latex; RMSD,
root mean square deviation; scFv, single chain variable fragment; Vy, variable region
heavy chain; V, variable region light chain.

* Corresponding author. Fax: +52 55 56 16 2217,
E-mail address: adela®servidorunan.mx (A, Rodriguez-Romera).

0161-5890/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi: 10,1016/ molimm.2008.08.282

ferent plant-derived food allergens have also shown the presence
of this polypeptide chain as a chitin-binding domain in class | endo-
chitinases, This accounts for the cross-reactivity between latex and
some fruits (Blanco, 2003). '

The first mapping of the linear epitopes of Hev b 6.02, using
overlapping peptides in direct or inhibition ELISA was performed
by Beezhold et al. (1997) and Banerjee et al, (1997). They indepen-
dently confirmed that two peptides containing residues Ser!?-Cys24
and Gly23-Cys¥, as well as Pro'3-Cys2* and Glu2?-Asn?%, respec-
tively, were responsible for Hev b 6.02-specific IgE binding.
Subsequently, Drew et al. (2004) and Raulf-Heimsoth et al. (2004)
reported that the tertiary structure of this allergen was relevant
for IgE binding. in both works, the Cys residues were mutated
to Ser or Ala and, therefore, IgE antibodies did not recognize the
mutants. Karisola et al, (2002, 2004), using chimeric-hevein and
hevein mutants, reported that IgE conformational epitopes are in
the N-terminal and C-terminal regions and suggested that the inter-

Pleasecitethisarticleinpressas' Pedraza—Escalona,M eCal AmlysisofB—ccﬂ"' topes from the alleigen Hev b 6.
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acting residues are Argd, Lys", Glu?®, Tyr3®, His*® and Gin®8, In
a parallel study, our group used an alternative strategy that con-
sisted in oxidizing the two solvent-exposed tryptophans (Trp?! and
Trp??) through chemical modification (Reyes-Lipez et al., 2004),
producing a modified Hev b 6.02 that showed only 20% inhibition
of IgE binding. It was then suggested that these two residues were
important in the igE~-Hev b 6.02 interaction. Recently, we found
a natural hevein isoform (Hev b 6.0202) with only one change
(Asn'Asp) that showed reduced IgE-binding capacity using serum
pools of adult and pediatric patients (Reyes-Lépez et al.,, 2006).
These discrepancies suggested the presence of more than one con-
formational epitope on this small allergen and, therefore, the way
in which IgEs recognize Hev b 6.02 remains an open question.

Hybridoma and phage display technology are the methods cur-
rently available to produce and isolate allergen-specific antibodies,
which are able to inhibit the binding of serum IgE from allergic
individuals (Davies et al., 2000; Edwards et al., 2001). Blocking anti-
bodies have been used to learn more about the specific residues that
are crucial to allergen—antibody interactions. Nonetheless, to date
there are only'a few reports on the structure of antibody-allergen
complexes (Mirza et al., 2000; Padavattan et al., 2007; Niemi et al.,
2007; Li et al., 2008), Furthermore, it has been shown that allergen-
specific IgG antibodies, which inhibit the IgE-allergen interaction,
have been tested in specific immunotherapy (Flicker and Valenta,
2003),

Laukkanen et al. {2003) obtained two hevein-specific recom~
binant IgE antibodies from a human scFv library, and proposed
thern as potential reagents for the analysis of latex allergens. Nev-
ertheless, these antibodies have not been used for the epitope
anatysis. Consequently, to gaining insights into the location and
characterization of the conformational epitopes of this important
latex allergen, in the present study three scFvs and one mAb Hev
b 6.02-specific were selected. The purified antibodies were able to
compete with the binding of sera IgEs from latex allergic patients.

Additionally, isoforms and chemically modified Hev b 6.02 were

tested with the recombinant antibodies. The structural medeling

of different Hev b 6.02~scPv complexes pravided complemem:ary

g mformanon on the Hevb 6 02-!g£ interactnon. RS
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2.1. Allergens

Hevb 6.02, Hev b 6.0202, pseudohevein (Hevea brasiliensis clone
GV42)and chemically modified hevein were obtained following the
procedures reported by Reyes-Lopez et al. (2004, 2006). .

2.2, Characterization of allergenic patient and sera

Twenty adult and pediatric NRLallergic patients were character-
ized by positive clinical history and skin prick testing. Additionally,
sera were tested for reactivity with Hev b 6.02 by direct ELISA.

2.3, IgEELISA

Hev b 6.02 diluted in 50 mM carbonate buffer, pH 9.6 was coated
on microtiter plate (Corning, NY, USA) at 3 ug/mL (100 pl/well)
‘and incubated overnight at 4°C. The wells were emptied, and the
remaining protein binding sites were blocked with 1% bovine serum
albumin (Sigma, 5t. Louis, MO) in phosphate-buffered saline (PBS),
at 37 °C for 2 h., After rinsing, 100 pL of latex allergic patients serum
(diluted 1:10 in PBS) were added and incubated at 37 °C for 3 h.
Biotinylated mouse anti-human IgE (Zymed; diluted 1:1000) was
added, followed sequentially by streptavidin conjugated peroxidase

M. Pedraza-Escalona et al / Molecular Immunology xxx (2008) xxx-xxx

{Zymed; diluted 1:2000) after washing. Produced color was read
at 490 nm by using an automated Dynatech MR 5000 ELISA reader
(Dynatech Laboratories, Inc., Chantilly, Va.). The mean + 3 5.D. of the
control individuals was chosen as the threshold value for a positive
result,

24. Hev b 6.02-specific monoclonal antibedies: production,
isotyping and purification

Four to eight-week-old female BALB/c mice were immunized
intraperitoneaily (i.p.) with Hev b 6.02-BSA conjugated, and emul-
sified in complete Freund's adjuvant. Thirty and 45 days later,
mice were boosted with an identical amount of antigen in incom-
plete Freund's adjuvant, The mAbs were derived by somatic celt
hybridization of $Sp2 mouse myeloma cell line to 1.35 x 107 spleen
cells at a radio of 1:10 in the presence of polyethylene glycol
(PEG) 1500, Hybridoma cells were selected by Hypoxanthine-
Aminopterin-Thymidine {HAT) medium as previously described
(Galfré and Milstein, 1981) and further selection of the secreted
antibody to Hev b 6.02 were chosen by direct ELISA. Positive
cell cultures were cloned at least five times by limiting dilution,
Isotype detection was done using a commercial kit {Bio-Rad Labo-
ratories, CA, USA). For the production of ascites, hybridoma celis
were ip. injected into pristine-primed female BALBfc mice and
ascites were collected 30 days after injection. Antibodies were
purified from hybridoma culture and ascitis fluid by affinity chro-
matography using a Protein G Column (Amersham Biosciences;
Uppsala, Sweden). Protein concentration was measured assuming
that ALE/™ . 1.40 or eM, = 140000M~* cm~? corresponds to a
purified antibody solution with a concentration of 1 mg/mL.

2.5. Hev b 6.02-specific human scFvs phage display selection .

A human combinatorial library of scFvs, prepared by Riafio-
Umbarila et al. (2005) with diversity close to 1.2 x 108, was
displayed in filamentous phages and used for the selection of

- . antibodies that recognized Hev b 6.02. Rescue of phagemid par-
ticles was done as described by Marks et al. {1991). Before the

biopanning, 1 mL of the library (1 x 10'3 phage antibodies) in PBS
was incubated for 90 min in the presence of different blocking
agents (BSA and gelatin). Biopanning was performed by adding the
pre-blocked phages to immunotubes (Maxisorp; Nunc, Roskilde,
Denmark) and microplates {Covalink; Nunc, Roskilde, Denmark)
coated with purified Hev b 6.02 and Hev b 6.02-B5A at the con-
centrations of 10 ugfmL (cycle 1) and 5 pg/mL (cycles 2-4), then
washing 20 times with PBST (PBS with 0.1% Tween 20) and 20
times with PBS. The bound phage antibodies were recovered by
the addition of one mL of E. coli strain TG1 (Agoo =0.7) for 30 min
without agitation and then 30min with agitation (37 C). Finally

- the cells were plated on agar ampiciline for overnight growth.

The panning procedure was repeated twice. In the third round,
the selection was performed using a Surface Plasmon Resonance
instrument (BlAcore X, Uppsala, Sweden). Twenty-five micrograms
of Hev b 6.02 were covalently bound onto a CM5 sensar chip
using an equimolar mix of N-hydroxysuccinimide and N-ethyl-N-
(dimethyl-aminopropyl) carbodiimide in 10 mM acetate buffer pH
3.0. Approximately 370 resonance units (RU) were caupled. The
phage antibodies were injected and eluted with different concen-
trations of NaOH (2.5-25mM) and were recovered as explained
above, In the fourth round, the selection was performed in immuno-
tubes and microplates, with some variations., After the washing
steps, one mL of 100mM triethylamine (Pierce, Rockford, IL, USA)
was added followed by a-10min incubation, to remove the less
stable phage antibodies. The remaining phage antibodies were
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CDRH1 CDRH2

A6 1 EVQLVESGAEVERPGASVEKVSCKASGYIFTHNYGY SWVRFAPGQGLEWVAWISGYNGLIKS 60

He 1 EVQLVESGGGLVEDPGGS LRLSCAASGETFGGYSMHWVRDAPGKGLEWVSSISSSSSYIYY 60

M8 1 QVQLVQSGAEVEMPGESLKISCKGSAYNFSN IWIAWVROMPGEGLEWMGIVYPGDEHIRY 60

G? 1 QVOLVOSGREVEMBGESLKISCKGSAYRESH YWIAWVROMPGEGLEWVGIVYPSDSHIRY 60

CDRH3

AG 61 AQRFOGRVTLTTDISTTTAYMELRS LRSDDTAVIYCARSGHYKDGSGSYTG-~MDVWGQE 118

He 61 ADSVKGRFTISRONAKNSLYLOMNS TRAEDTAVYYCARQAVR- —~-GPARG~-MDVUGQG 114

M8 61 RPSFQGQVTISADKSISFVYLOWSS LEASGTAIYYCARQSIIPVG-GLMRGDAFDIWGOG 119

G7 [ RPSFQGQVTISADKSFS!’VYLQWSSLKASSTJ\IYYCARQSIKPVG-GIHRGDAPDIWGQG 119

LINKER CDRL1

.2 119  TTVTVSSGEGESGEGGSGEEESDIOMTOSPS SLEASVGDRYTT TCRAS--~QNIDKFLN& 175

H§ 115 TTVIVSSG6CEGE66665GG6GSDIQMTIQSPSSLSTSVEDRVTI SCRAS~~HSISSYVRW 171

M8 120 TMVTIVSSGGGGSGEGGSGGGESHYT LTQ-PPSVSVSPGQTATI TCSGDQLEHHERLSICWY 178

G7 120 TVVTVSSGGEGSEEEESGGEGSHYI LTQ-PPSVSVSPGQTATITCSGDQLEHMERLSICW 178

CDRL2Z CDRL3

AG 176 FQOKPGKAPRLLIYGATWLDSGVPSRISGSGSGTDFTLTISS LQPEDFATYHCQQSY-IT 234
\ HES 172 TQQRPGRAPKLLISATSTLONAVPSRESGSGSGTDETLTISS LOPEDSATYYCQQSY-8H 230

M8 178 YQQRPGQSPVVVIYQATSRPPGIPERFSGSYSGNTAT LTISGAQSVDDADYTCQAWDPIS 238

G7 179 YHORPGQSPVVVIYQATYRPPGIPERFSGTYSGNTATLTI SGAQSVDDADYYCQANDPIS 228

A6 235 PRSFGQGTRLEIRRARAEQKLISEEDLNGAAHHEHEY 271

H8 231 SVIFGOGTRLEIRRAAAEQKLISEEDLNGAAREHHER 2567

M8 239 ELVFGSGTOLTVLSAPAEQKLISEEDLNGAANHEHER 27%

G7 239 ELVFGSGTQOLTVLSARAEQOKLISEEDLNGAAHMEHHH 275

Fig 1. Amino acid sequence alignment of three Hev b 6.02-specific scFvs selected from human repertoire, and the matured clone G7. These sequences include the c-myc
C-terminal tag followed by a hexameric His tag. CDRs and FRs are indicated in agreement with Kabat definition (http:/ jwww .bininf,org.ukjabs/).

neutralized with 1M Tris-HCl, pH 7 and recovered as explained
above. After each round of panning, supernatants of single phage
antibody clones were analyzed for specific binding to Hev b 6.02
and Hev b 6.02-BSA in microtitre ELISA plates (Corning, NY, USA)
coated at 3 ug/mL in 50 mM bicarbonate buffer, The phage binding
was revealed by incubation with horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated anti-M13 (Amersham Pharmacia Biotech).

2.6. Affinity maturation by error-prone PCR

Selected clones from the scFv library were subjected to mutage-
nesis by error-prone PCR with high, medium and low mutagenesis
rate (Cadwell and Joyce, 1992). PCR products were mixed and
digested with Sfil and Notl (New England Biolabs, Beverly, MA,
USA), gel purified and then ligated into the phagemid pSyn2. Lig-
ated DNA was electroporated into E. coli strain TG1 cells and the
library variability (mutation rate) was determined. Each new library
was subjected to three or four rounds of biopanning using immuno-
tubes. Three cycles of evolution were performed. The sequences of
the clones were determined with the primers forward (5'ATA CCT
ATT GCC TAC GCC 3') and reverse (5'TTT CAA CAG ‘TCT ATG CGG
3') in the Applied Biosystems 3100 Gene Analyzer (Foster City, CA,
USA).

Table 1 e

2.7. Soluble single chain antibodies expression and purification

The scFv inserts from the selected clones were ligated into
the expression vector Psyn1. This vector allows E. coli periplasmic
expression of the scFv fused to ¢myc epitope tag and hexahis-
tidine (His)s tag under the control of the lec promoter. Soluble
scFv was produced as described elsewhere (Nielsen et al., 2006).

Finally, the monomers were separated from dimers and higher . ... -
. aggregates by applying the samples onto a Superdex 75 column

(Amersham Biosciences, England). Protein concentrations were
determined spectrophotometrically using extinction coefficients
estimated individually for each clone. Typically. 0.6 mg of purified
scFv was obtained from 500 mL of culture of £ coli TG1.

2.8. Binding sites analysis using natural variants of Hev b 6.02 by
ELISA inhibition assay : :

ELISA plates were coated with 3 pg/mL Hev b 6.02 diluted in
S0mM carbonate buffer, pH 9.4 (100 pL/well; Costar} and incu-
bated overnight at 4°C. Wells were blocked with 1% BSA in
phosphate-buffered saline, at 37°C for 2h, Afterwards, human
single chain antibodies were co-incubated with different concen-
trations (0.005-33 pg/ml) of the inhibitors (Hev b 6.02, Hev b

Comparison of the DNA sequences of the Vy and V. regions {scFv clones A6, H8 and M& ) with their closest related germline sequences {IMGT/V-QUEST).

Clone Genmline V, D, J (he), V, | (hi) Complete CDRs - - } o } . FRs
variable region C ) :
n Percent n Percent’ n Percent
A6 he IGHV1-18*01, IGHD3-10"01, IGH)6*01 A42/369bp 1 . 25/M4bp | 21 17/255bp 7
H8 he JGHV3-21%01, IGHDI3-10"01, IGH]6"01 20/357 bp [ 201102 . 20 0/255bp 0
M3 he JGHVS5-51*01, IGHD6-19*01, IGH]3*02 30/372bp 8 16/114bp 14 14[258bp 5
A6 ic IGKV1-39°01, IGK]1+01 24324 bp 7 . 11/81bp 14 13/243bp 5
H8 Ic 1GKV1-39°01, IGK]5*01 25324 bp g8 © o 1s81bp 19 10{243bp 4
M3 lc fGLV3-1°01, 1GL)1 401 56/333bp 7 29/93 bp 3 27/240bp 11
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Table 2

Inhibition percentage of IgE binding from natural rubber latex positive sera to native Hev b 6.02 by recombinant antibodies.

Individual s¢Pv M8 schv GY scFv AG scFv HE mAb 6E7 scPvs and mAb 6E7

Inhibition percentage
1 326 28.5 226 19.0 95 243
2 144 18.5 8.0 6.1 188 0.2
3 20.7 189 51.3 42.7 9.5 13.2
4 245 69 - 551 206 63.4
5 22.0 265 8.3 357 129 15.0
6 8.2 - - 373 30.6 336
7 121 341 14.1 4573 40.6 7.5

Mean 19.3 223 209 345 204 345

6.0202, modified Hev b 6.02, and pseudohevein) in PBS for 3 h and
were added to the wells for 45 min at 37 <C. The colorimetric reac-
tion was revealed as mentioned above. Results were expressed as
percentage of inhibition using the following formula: [(absorbance
in the absence of inhibitor X— absorbance in the presence of
inhibitor X)/absorbance in the absence of the inhibitor] x {100].

2.9. IgE inhibition assay using recombinant antibodies

ELISA plates were coated with 3 pg/mL Hev b 6.02 overnight
at 4 ¢, The plates were blocked with 1% Casein (Sigma, 5t. Louis,
MO) in PBS and incubated 2h at 37 ¢ with the human scFvs or
monoclonal antibodies (diluted 1:100), After washing, the plates
were incubated with 1:10 diluted sera from natural rubber latex
allergic patients for 2 h at 37 € and bound human igE antibodies
were detected as explained before, We use a toxin-specific human
scFv like negative control.

2.10. Fluorescence measurements

Fluorescence experiments were carried out on a fluorescence
spectrometer PerkinElmer BL50 (USA) in a 1cm quartz cell, with

the FL Winlab software for collecting data. All measurements were
done at an excitation of 295 nm and an emission of 320-440nm,
in a cell thermostated at 25-C. The excitation slit was set to 2.5
and the emission slit to 3.5. The buffering system was PBS pH 7.4,
137 mM NacCl. Hev b 6.02 concentration was 2,11 x 10~ M for all
experiments, Antibodies were prepared in different molar ratios
with respect to the allergen. Spectral centers of mass of intrinsic
fluorescence {intensity-weighted average emission wavelengths,
SCM) were calcutated as SCM = ZAI{A) X1 (1), where A is the emis-
sion wavelength and T (1) represents the fluarescence intensity at
wavelength.

In fluorescence quenching experiments aliquots of 3.0M acry-
lamide (Aldrich, St. Louis, MQ) were added directly to the sample
up to a total concentration of 200 mM, with 10 mM increments. The
Hev b 6.02 samples were allowed to equilibrate with acrylamide
for 5 min before each measurement. For those experiments with
Hev b 6.02 in the presence of different molar ratios of recombi-
nant antibodies, Hev b 6.02 was incubated with these antibodies
for 12 h before adding the acrylamide solution. Fluorescence val-
ues were corrected for dilution by the titrant. Fluorescence was
not observed in control titrations with buffer and acrylamide. The
decrease in fluorescence intensity is described by the Stern-Volmer
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Fig. 2. ELISA inhibition assays. The average inhibition of IgE (A), scFv HB (B), scFv G7 (C) and mAb 6E7 (D) binding to solid-phase Hev b 6.02 was determined using chemically
modified hevein and two natural mutants, The inhibition curve with Hev b 6.02 as the inhibitor is shown for comparison.
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equation Fp/F=1+Ksy [Q), where Fy and F are the corrected flu-
orescence intensities in the absence and presence of acrylamide,
respectively, Ksv is the collisional Stern-Volmer constant, and [Q]
is the molar concentration of acrylamide, Al measurements were
performed in at least triplicate series.

2.11. Sequence alignment and homology modeling of the
recombinant antibodies

The three-dimensional structure models of scFvs were built by
using the web-based antibody modeling program WAM (Whitelegg
and Rees, 2000), ESyPred3D server (Lambert et al., 2002), as well
as the program suite Modeller 9v2 (Sali and Blundell, 1993). The
framework regions were generated by using homologous antibody
templates according to the sequence alignments obtained with
BLAST (Protein Data Bank). The best alignments were selected
according, not only to the alignment score, but also to the
selection of the template structures solved atr the highest res-
olution. CDRs from the light and heavy chains, except CDRH3,
were built from homologous loops of the same canonical class.
The antibodies were modeled in the form of scFv, with the
light and heavy chains connected by a flexible linker segment.
The minimization of the structures was performed with UCSF
Chimera software (www.cgl.ucsf.edu/chimera) through the MMTK
routines,

2.12. Simulated docking of scFv-Hev b 6,02 complexes

4

M. Pedrag-Escalona et al. / Molecular Immunology o (2008 ) xo-xxx 5
L
A 300
358 4
356 4
E 3544
g 15
=
5 350 1
2
5. 3485 4
oo | e Hevb 6.02mAb 6E7
36 7 A Hevb 6.634cFv 07
= Hev b 8.02-5Fv AS
344 1 —a— Hev b 6020 HS
342 r v +
0.01 0.1 [} 16
Malar Ratio Ab:Ag
3y s $
* HevbhGor s 3
®  Hevb 6.024nAb 6E7 (1) 6 a
4 4 @ Hevb802wcFeAG(1:1) 4 -
*  Hovb 60%scy G & g9
O HevbG02aFy HE (D) on x
A Hevb6024nAb 6RIC11) s & x %
x A a
3 + g O x a
. %
& ‘ @ 9 ad
= g g A A
N
2 4 § 3
8 f
1{1 o
0L v T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 025

The rigid-body docking approach of GRAMM-X (Tovchigrechko
and Vakser, 2006) was used to construct models of two scFvs with
Hev b 6.02, using the crystal structure obtained at 154 resolu-
tion (PDB code 1Q9B) (Reyes-Lapez et al, 2004). To perform the
totation and translation searches of the allergen around the sur-
face of the antibody-binding region we used RosettaDock (Gray
et al, 2003). In the high-resolution refinement step, where the
Monte Carlo minimization procedure was applied, the side-chain

degrees of freedomn were optimized simultaneously, i the ‘con=
text of a detailed all-atom energy function, where short-fange

hydrogen bonding, van der Waals interactions, and desolvation
were the greatest contributors, The search procedure was repeated
from different random starting orientations to create 1000 struc-
tures. The RMSD values were calculated over the scFv molecules
after superposition of the ligand (Hev b 6,02) with the starting
model. To rank the results we used Fnat (fraction of native con-
tacts), defined as the residue-residue correct contact number of
the predicted complex divided by the number of contacts in the
targetr complex, and the L.rms value defined as the main-chain
displacement of the predicted ligand against the target structure,
Polar contacts were analyzed with the PISA server (Krissinel and-
Henrick, 2007) and the apolar ones with the PIC server (Tina et
al.. 2007). The models were visualized with Pymol v1.0r2 (DeLano,
2002).

3. Results

3.1, Selection of Hev b 6.02-specific murine monoclonal
antibodies

After immunization with Hev b 6.02 purified from natural rub-
ber latex and covalently bound to BSA, a panel of murine mAbs was
obtained. Direct ELISA using Hev b 6.02 in the solid phase screened
all the hybridoma candidates. mAb 6E7 (IgG1 k) presented a high
degree of recognition.

N , [Aceviamide} (M)

Fig. 3. Tryptophan fluorescence in the identification of Hev b 6.02 epitopes. (A)
Tryptophan intrinsic fluorescence of the complexes Hev b 6.02-recombinant anti-
bodies at different molar ratios. (B) Stern—Volmer plots for acrylamide quenching
effects on Hev b 6,02 and on its complexes with recambinant antibodies.

32 Selecnon and molecular analysns of the Hev b 6.02-specific

.. human scFvs....

A human random combinatorial phage library (Riaiio-Umbarila
et al, 2005) was screened with immunotubes and microplates
coated with Hev b 6.02 and Hev b 6.02-B5A at a low density. Three
clones were found ro express Hev b 6.02 binding activity, scFv
antibodies M8, A6 and H8 (Fig. 1). A sequence alignment of the
three light chains (V1) showed an identity ranging from 39% to
75%, whereas for the three heavy chains (V) it ranged from 41% to
49%. Framework regions. (FRs) and one complementary determin-
ing region of the light chain (V{-CDR2) were of equal size; CDRL1
and CDRL3 were of different sizes for M8 only. Concerning the Vys,
CDRH3 of different sizes were observed for the three scFvs with 12
(H8), 16 (A6) and 17 {MB) residues, respectively,

The DNA sequences of these scFvs (GenBank accession
nos. EU934735, EU934736 and EU934737) were compared with
germline sequences deposited in the IMGT database {Lefranc,
2003). The heavy chains of A6 and H8 are related to VH1 and VH3
families, respectively, while M8 is related to VH5. The light chains
of A6 and HS belong to the Vk1 family, whereas M8 is related to
VA3, Notably, there were more variations in the V| -CDRs (14-31%)
than in the FRs (5-11%). In the V4-CDR regions, the variation level
accounts for 14% to 21%, while for the FRs, it ranged from 0% to 7%
(Table 1). It was very interesting to observe that the rate and distri-
bution of somatic mutations were comparable with those observed
for two important human antibodies anti-allergen; IgG anti-Bet v -
1 (Denepoux et al., 2000) and IgE anti-Phl p 1 (Flicker et al,, 2008).

s of B:cell egitofes from the allergen Hev b 6,02 revealed by ising blacking
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Fig. 4. Models for the interaction of recombinant antibodies with Hev b 6.02. (A and B) Front views of hevein (violet)-scFv G7 {green)and hevein-scFv H8 (yellow), respectively.
Hotspot residues are shown as spheres: (C and D) conformational epitope on the hevein surface when interacts with scPv G7, and with H8, tespectively. The four views are ’
shown rotated every 90°; (E and F) some interactions at the Hev b 6.02-antibody interfaces. Hydrogen bonds are colored black.

3.3. Affinity maturation

To determine whether the increase in the affinity of the scFv
could improve the IgE-Hev b.6.02 inhibition, three cycles of
directed evolution were carried out with the clone MS8. In the
first cycle, the library (7.3 x 10% variants; mutation rate 1.1%) was
evaluated by phage display against Hev b 6.02 by three rounds of
biopanning. The improved recognition of the vatiant F6 was deter-
mined by three mutations in the frameworks of the heavy chain:
Met*3Val, [le”Phe and Gly°Ser. This variant was subjected to a sec-
ond maturation cycle, where the library size was 2.4 x 10° variants
and the mutation rate 1%. In this case, the clone F7 was selected, The
changes were located at Vi-CDR3: (He'™2Lys) FRVy, (Met'21Val),
FRVL; (Ser?8Thr), FRV; (Ser?52Gly) and FRV, (Als255Gly). For the
third cycle (2.3 x 108 variants and mutation rate 1%), the clone G7

was chosen and its DNA sequence shawed only two changes with
respect to clone F7, FRV), (GIn'8%His) and V,-CDR2 (Ser'%Tyr).

3.4. Inhibition of IgE binding to Hev b 6.02 by recombinant
antibodies

ELISA inhibition assays were performed to verify whether the
in vitro selected anti-hevein murine mAb (6E7) and human scFvs
(M8, G7, A6 and H8) had epitopes in common with the IgEs from
latex altergic patients (Table 2). Sera from seven allergic individuals
showed that the binding of each recombinant antibody inhibited up
ta55% of the IgE~-Hev b 6.02 interaction, The combination of the four
scFvs and the mAb 6E7 inhibited more than 70% for the sera of two
out of the seven patients. These results demonstrate the polyclonal
nature of the Hev b 6.02-specific IgE response, Analyzing the results

‘Please cite this artcle in press as: Pedraza-Escalona. M
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obtained for the matured G7 compared with M8, we observed only
a slight improvement in the percentage of inhibition, - =

3.5. Mapping of the binding sites of the recombinant antibodies
using natural and chemically modified variants of Hev b 6,02

For identification and comparison of the Hev b 6.02 regions rec-
ognized by scfvs, mAb and native igE, two of its natural isoforms
and one chemically modified variant were used, Hev b 6,0202 has
a single mutation in the position N™D (Reyes-Lépez et al., 2006),
while pseudohevein presents six mutations Trp?' Tyr, Thr?7Ser,
Glu?® Asp, Asp>Ser, His*3 Lys and Asp*3Gly. For the chemically mod-
ified hevein both, Trp?' and Trp?® were oxidized as described
previously (Reyes-Lépez et al., 2004). Increasing concentrations of
the proteins were added to each recombinant antibody and the
residual binding activity to Hev b 6.02 was measured as a per-
centage of inhibition by ELISA (Fig. 2). The inhibitory effect of Hev
b 6.0202 (86%), pseudohevein (50%) and modified hevein (20%)
at the highest concentration in the [gE-Hev b 6.02 interaction is
shown (Fig. 2A). This establishes the importance of the tryptophans’
solvent-accessible surface area (ASA), and some residues located in
the carboxy-terminal region, to be recognized by IgEs. In the scFv
H8-Hev b 6.02 interaction, only the modified allergen (60%) and
pseudohevein (37%) showed changes in the percentage of inhibi-
tion (Fig. 2B). For the scFv G7-Hev b 6.02 interaction, the isoform
Hev b 6.0202 inhibited 70%, while pseudohevein inhibited 48.5%
(Fig. 2€). The highest concentration of pseudohevein and modified
hevein showed reduced mAb 6E7-binding capacity, 36% and 58%,
respectively, whereas Hev b 6.0202 only reduced it by 15% (Fig. 2D).

3.6. Fluorescence measurements

Two different experiments were performed to analyze the inter-
action of hevein with the recombinant antibodies. We used the
- intrinsic-fluorescence of the tryptophan residues Trp?' and Trp?%
. (ASA of 1659 and 1121 A2, respectively) and. the acrylamide-

dependent quenching. In the first case, the binding of H8 and mAb

" - '6E7 to Hev b 6.02 promotes an emission shift from 358 to 348

and 345 nm, respectively (Fig. 3A). These results are explained by
a decrease in the polarity of the environment of the tryptophans’
area {Lakowicz, 1986). In the second case, acrylamide was used to
quench the fluorescence of hevein and the antibodies either alone
or while in a complex. Fig. 3B shows a Stern-Volmer analysis of the
acrylamide-dependent quenching of hevein-antibody complexes,
where important differences are observed. The Hev b 6.02-mAb
6E7 complex showed a substantial decrease in the K value
{121 £0.15M~1) compared to that of Hev b 6.02 (17.68 £04M-1);
the Hev b 6.02-scFv G7 and Hev b 6.02-scFv H8 complexes pro-
duced a slightly decrease, and Hev b 6.02-scFv A6 did not affect
the Ko value (Fig. 3B). These results indicated that in addition to
a change in the polar nature of the environment of the tryptophan
residues, they also became less accessible to acrylamide. There-
fore, it may be concluded that at least one Trp is in fact involved in
interactions with the mAb 6E7 and the scFv H8.

3.7. Homology modeling, simulated docking of scFvs-Hev b 6,02
complexes and epitope analysis -

For the homology modeling, we compared all the models
obtained as described in Section 2, and selected the best results
for each scFv, To further elucidate the structural characteristics of
hevein bound to the scFvs, the described filter and selection proce-
dure yielded a final model for the docking complex Hev b 6.02-scFv
G7 and one for the Hev b 6.02-scFv H8 complex (Fig. 4). In the

Tahle 3
Antibody interface residues.

Hev b 6.02-scFv G7 Hev b 6.02-scFv HE

Number of residues

16 15
Buried surface area (A)

7877 6138
P-value

0.415 (Hev b 6.02), 0515 (scFv G7) 0.533 (Hev b 6,02), 0.459 (scFv HB)

Residues involved in polar interactions

Hev b 6.02-s5cFv G7 (CDRs)

Gin2-His109 (H3)

Lys10-Tyr196 (12}

Lew11-GIn193(L2)

Cys12-Ser175 (L1)

Asn14-Tyr52 (H2), Aspil1 (H3)
Asn15-Tyr52 (H2), Arg59 (H2), Trp234 (L3)
Ser26-AspS55 (H2) -
Asnd0-Asp235 (L3) Pro33-Tyrsa (H2)
Lysd2-AspSS (H2) Asp34-Tyr59 (H2)

A contact is made when two side chains have at least one nonhydrogen atom pair
within 4}\

The P-value is 2 measure of interface specxﬁmy A value of P> 0.5 means that the
interface is less hydrophobic. On the other hand, P« 0.5 indicates that the interface
can be lnteractmn—speciﬁc (Krissinel and Henrick, 20G7).

Hev b 6.02-scFv HS (CDRs)
Arg5-Gly103 (H3)
GinG-Gly103 (H3)
Ser19-Tyr228 (L3)
GIn20-Tyr228 (13)
Trp21-Tyr168 (L1)
Trp23-Tyr168 (L1), Tyr228 (L3)
Gin29-His163 (L1)

first case, the buried accessible surface area was 1485 A2, involv-
ing 26 residues of the paratope, and 16 residues of the epitope
(Fig. 4A, C and E). Asparagine 14 establishes three hydrogen bonds
with residues located in the deep cavity of the antibody, validating
the in vitro assays (Fig. 2C). This complex reveals a slightly more
hydrophilic interface than the average found in antibody-antigen
interfaces (Lo Conte et al., 1999). Table 3 lists the interface residues
of the resulting models and their interactions. Comparatively, H8
established ten hydrogen bonds with the CDRs, including more
hydrophobic residues that made contact with the two aromatic
residues (Trp*! and Trp?3) in hevein (Fig. 4B, D and F).

For comparison, the coordinates of Hev b 6.02 were subrnitted
to several servers for the prediction of conformational epitopes:
{Ponomarenko and Bourne, 2007), The server PPIPRED (Bradford
and Westhead, 2005) predicted three discontinuous epitopes; the .
first involved GinZ, Ser'?, Trp?!, Trp23-Ser?® and Glu?? and Tyr®,
the second Gly?, Leu™ -Asn'3, Ser®® and Asn*?; and the third con-
formational epitope involved the residues Pro'*-Cys1?, Cys24-Thré?
and Lys*?, which are in accordance with our docking results,

4. Discussion

It is well recognized that the latex allergen Hev b 6.02 is an
important cause of type | hypersensitivity in latex gloves users,
particularly health care workers, children submitted to multiple
operations, and more recently laboratory scientists. The fact that
several studies have associated Hev b 6,02 sensitization with the
latex-fruit syndrome highlights the importance of this small and
stable allergen. Such associations establish cross-reactivity as a
consequence of the presencé of ievein-like domains in some fruits
{Blanca, 2003), In this study, we present a structural characteri-
zation based on molecular modeling and in vitro experiments, of
putative B-cell epitopes of Hev b 6.02, using three human scFv
antibody fragments and one murine monocional antibody. We -
observed that these recombinant antibodies inhibited the binding
of human IgEs to Hev b 6.02, to a varying degree depending on each
individual, with a maximum value of 55% for scFv H8, 51% for scFv
A6, 37% for scFv G7, and 41% for mAb 6E7, Similar results have been
reported for different monocional antibodies anti-allergens (Mirza

-Please cils 1s-_articlempressas Pedraza—E.scalon__'*M et'
- antibodies, ! ol.I_xpmunql._(2008),¢9i:10.-_1016/j.mc_i}\mq’1 O




G Model
MIMM-2872: No.of Pages9

8 ®,

et al., 2000; Padavattan et al., 2007; Naik et al,, 2008 Flicker et al.,
2006). Notably, in our case, a synergic effect was observed when a
mixture of all the recombinant antibodies was able to inhibit the
IgE binding to the allergen, up to 71% in some patients (Table 2).
It is evident that this battery of antibodies recognizes different
regions of the Hev b 6.02 surface, thus resembling the igE polyclonal
response from allergic patients and allowing for the individual anal-
ysis of each B-cell epitope. The overlapping between IgE and IgG
epitopes could be useful for the identification of immunodominant
regions that are essential for diagnostic and therapeutic studies
(van Neerven et al., 2006). For these reasons, the hevein-specific
antibodies might be used as potential blocking antibodies, as well
as diagnostic and reseacch tools.

Concerning the primary structure, the three scFv anti-hevein
obtained in this work, display CDR loops of the Vi and Vi chains
that are, surprisingly, highly identical to those regions of a few avail-
able sequences of IgE antibodies raised against different allergens.
The BLAST analysis showed that the Vs of A6 and H8 presented a
sequence identity of 81-83%, respectively, with Vi s of scFv antibod-
ies against Phl'p 5 (Persson et al., 2007). CDRL3 showed the highest
sequence variation, as expected; however, the aromatic residues
remained, For the Vi different results were obtained: The H8 Vy
had an 85% identity with one V4 from antibodies of grass pollen
allergic patients (Andréasson et al., 2006), while the A6 Vy pre-
sented a-74% sequence identity with another sVy obtained from
allergic patients antibodies (Coker et al., 2005). CORH1 and CDRH2
loops were quite conserved and the largest differences were found
in the CDRH3 regions. In accordance with our results, Niemi et al.
(2007) reported a high identity among Vi s of anti-grass pollen, anti-
latex and anti-bovine milk antibodies, suggesting the presence of
similar epitopes on these allergens. It is worth mentioning that the
IgEs anti-hevein reported by Laukkanen et al. (2003) present an
identity of 63% when compared to H8, with the highest similarities
between CDRL1 and CDRL3.

To further analyze the epitope regions, we performed ELISAinhi-

bition experiments testing two natural isoforms and the allergen
chemically modified at the tryptophan residues. These isoforms are
- - polymarphic variants of the same allergen, which present smail

variatiofis in the disconitinuoud epitopes that could translate in-

important changes in the binding strength. We found that each
recombinant antibody recognized in a different way the isoaller-
gens tested. The local change in charge distribution present in Hevb
-6.0202 might explain why the scFv G7 binding ability was reduced,
meaning that Asn4 is part of the epitope recognized by this anti-
body. On the contrary, when the milieu of the aromatic residues
- (Trp*! and Trp?3) was changed, the scFv H8 and mAb 6E7-binding
abilities were decreased, suggesting their participation in another
immunodominant region, Lastly, pseudoheveinthat includes muta-
tions at the C-terminal region and at the aromatic area {Trp?'Tyr)
showed a reduction in the binding capacity for all the antibodies,
thus suggesting the participation of those residues in the antibod-~

ies recognition (Fig. 2). Comparatively pseudohevein and modified -

hevein presented the lowest IgE recognition, indicating that the
residues Trp?!, Trp23, Thr??, Glu®, Asp34, His®, and Asp*? are rei-
evant for this interaction.

In agreement with the results presented above, when intrinsic
flucrescence spectra were recorded in the presence of increasing
concentrations of scPv H8 and mAb 6E7, it was observed that the
relative emission of the two tryptophans in hevein shifted, The
dose-dependent shift in fluorescence emission could be mediated
by a conformational change in the protein once the antibodies
were bound, or by a change in the local environment of the two
tryptophans, reflected as polarity. With regard to the fluorescence
quenching with acrylamide, the presence of the two antibodies
provoked a decrease in the accessibility to at least one of the

M. Pedraza-Escalona et ol / Molecuiar Iinmunology xix (2008) xoot-xxx

tryptophans. This is consistent with our previous report, where .
we established the importance of the aromatic residues exposed
to the solvent for Hev b 6.02-IgE interaction (Reyes-Lopez et al.,
2004).

The crucial event for triggering an allergic response is the
allergen-antibody interaction; therefore, determining the struc-
ture of these complexes is a way to identify relevant epitopes. These
molecular determinants can be predicted by molecular modeling,
using suitable software, For this purpose, we obtained two docked
models using the scFvs H8 and G7 with hevein. They suggested
two putative discontinuous epitopes, the first comprising a patch of
exposed aromatic residues surrounded by polar ones, and the latter
including the amino and carboxy-terminal ends. These results are
in agreement with the experimental assays presented above, and
are consistent with some characteristics of antigen-antibody com-
plexes from crystallographic data (Table 3) (Lo Conte et al., 1999;
Collis et al., 2003).

1t is increasingly evident that aromatic patches on the surface of
allergens are important. For example, a common putative IgE epi-
tope present in cysteine protease allergens shows a conserved Tyr
localized in the center of the epitopes (Furmonaviciene ef al., 2000).
In another case, one Trp is a critical residue, recognized by mono-
clonal antibodies, in the serine protease allergens (Lee et al., 2007).
Furthermore, the epitope of albumin 25, from sunflower seeds, con-
sists of a hydrophobic patch including one Trp and five methionines
(Pantoja-Uceda et al., 2004), Recently, the crystal structure of the
complex Api m 2-Fab reported by Padavattan et al. (2007) pre-
sented an epitope formed by a central hydrophobic patch, which is
surrounded by charged and polar residues, Two aromatic residues,
a Trp and one Phe, establish six apolar contacts with the Fab, All
these results support the idea that aromatic residues participate in
networks of co-operative interactions with not only hydrophaobic,
but also charged and hydrogen bond donor and acceptor groups in
the IgG and IgE~allergen interactions,

In summary, the use of oligoclonal antibodies (i.e. mixtures
of monoclonal antibodies or human scfvs) proved useful in this
kind of studies. The identification of Hev b 6.02 B-cell epitopes

. will altow for a structure-based rational modification of these

regions aitned at producing altergen variants with low IgE-binding
activity.
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Abstract Decreased immume reactivity of isoforms of major
allergens has been reported. However, such claims have always
been based on experiments with recombinant proteins. This work
describes the molecular and physicochemical characterization of
a hevein (Hev b 6.0201) natural isoform (Hev b 6.0202), which is
present in rubber latex from Hevea brasiliensis. The isoallergen
has a single substitation Asnl4Asp, which gives rise to local dif-
ferences in the surface potential, as observed from the crystal
structure presented here, Besides, ELISA inhibition using serum
pools of adult and pedintric patients showed reduced IgE-binding
capacity (~27%) with the isoallergen. Overall, these results are
relevant to delinente crucial residues involved in this dominant
discontinuous epitope.

© 2006 Federation of European Biochemical Societies. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Crystal structure; Isoallergens; Hevein; Hev b
6.0201; IgE-epitope

1. Introduction

Allergic responses to natural rubber latex (INRL) proteins
have been recognized as a severe health problem. Unlike many
IgE-mediated allergies that are induced by a single or a few
allergens, there are hundreds of proteins in NRL that vary in
their allergenic potential, Fifty-six different allergens, which
are recognized by IgE from people allergic to this material,
have been identified {1]. Of those, 13 proteins officially ac-
cepted by the International Union of Immunological Socie-
ties-WHO ate recognized as the main cause of sensitization

of susceptible individuals, and most of them consist of 2 mix-,

ture of closely related isoforms, as has been shown by cDNA
cloning [2]. The isoforms that have been reported for different
allergens are: two for Hev b 7 [3]; six for Hev b 8 [4]; three for
Hev b 10 [5] and two for Hev b 11 {6].

Overall, a great variety of isoallergens have been studied,
essentially at an immunological level; however, little is known
about structural differences between them. For instance, it has
been found that Bet v 1 isoforms form Betula veffucosa pollen
bind with different affinities to the IgEs and that they provoke
different inflammatory responses {7). Isoforms of Der f 2, a

*Corresponding author. Fax: +52 55 56 16 2217.
E-mail address: adela@servidor.unam.mx (A. Rodriguez-Romero).

major sensitizing allergen present in house dust mites, have
also been reported and are known to have different antigenic-
ities [8]. Consequently, in some cascs, isoforms can be used in
immunotherapy treatments with less side-effects [9]. Nonethe-
less, in all these cases recombinant proteins were used, naturat
isoforms have not been studied in this context.

Hevein is one of the mizjor allergens present in NRL. Itis a lec-
tin that belongs to the defense related family of proteins [10,11].
This polypeptide chain is present as a chitin-binding domain in
several plant proteins, such as multi-hevein domain lectins and
class 1 chitinases [12,13], which have been associated with
cross-reactivity between latex and some fiuits {14,15]. Recently,
information regarding conformational epitopes of this allergen
has been described; Karisola et al. {16,17), using, chimeric-he-
vein, hevein mutants and molecular modeling suggested that
the N-terminal and C-terminal regions essentially determined
the IgE binding activity. In a parallel work, our group described
critical residues, (W?', W) in an inmunodominat IgE-epitope
{18], which were also present in the linear or sequential epitopes
described by Beezhold et al. [19] and Banerjee et al. {20].

Several molecular forms of hevein have been identified in

. "NRL, being pseudohevein the only one widely characterized
" [21]. The importance of natural hevein isoallergens in the sen-

sitization of people allergic to NRL has not been determined.
With the aim of gaining insights into these issues, here we re-
port the 3D structure at 1.7 A resolution of the isoallergen Hev
b 6.0202. Additional biochemical and immunological data of
this molecule are reported and compared with those for hevein.

2. Materials and methods

Hev b 6.0202 was purified as described in a previous report [22], with
some modifications. Bricfly, the fresh lutoid fraction from latex was
homogenized in 50 mM Tris, 0.15M NaCl (pH 8.2). The proteins
which precipitated with ammonium sulfate (65-100% saturation) were
fractionated in a Superdex-75 column (Amersham Biosciences) equili-
brated with the same buffer. Fractions containing hevein and other iso-
forms were applied to a C-18 reverse phase (RP) column (Beckman
Co.) in a high performance liquid chromatography (HPLC) system,
equilibrated with 0.1% TFA in deionized water. The elution of Hev
b 6.0202 was obtained with 0.12% TFA in acctonitrile.

The electrophoretic migration of hevein and its isoform was deter-
mined in a 20% PAGE gel at native conditions (pH 8.4). Additionally,
capillary zone electrophoresis {CZE) was performed at 18 kV using a
Beckman PAACE System 5500, with diode array detector. The capillary
tubing was of uncoated fused silica (75 pm x 57 em), The samples were -
introduced into the capillary in « 0.05 M phosphate buffer, pH 2.5, and
detection was performed at 200 nm.

0014-5793/$32.00 © 2006 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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The sequence of the isoallergen was determined by automated Ed-
man degradation on a gas-phase protein sequencer (LF 3000, Beckman
Instruments, Irvine, CA) using the purified peptides from enzymatic
hydrolysis. Two peptides were obtained from the reduvced and alkyl-
ated allergen when hydrolyzed with trypsin (Sigma Chemical Co.y
(0.15M Tris-HCI, pH 8.2, for 24 h at 37 °C) and two peptides when
Glu-C (Boeringher-Mannheim) was used (0.15 M Tris-HCl, pH 8.8,
for 60 h at 37 °C). In both cases, the resulting fragments were sepa-
rated by RP chromatography and cach purified chain was subjected
to automated Edman sequencing analysis,

Hev b 6.0202 crystals were grown at 18 °C from haaging drops by
mixing 5yl of isoallergen (6.0 mg/m!) with 5 pl of reservoir solution
(60% MPD), 20 mM Tris-HC), pH 7.5). Diffraction data were collected
using a Rigaku R-axis YIC image plate system with a rotating anode
generator, at 100 K after soaking a crystal in cryoprotectant selation
(70% MPD). The data were processed and scaled with *'TREK {23].
It is interesting to note that, even though the crystallization conditions
for both allergens were very similar, they crystallized in difierent space
groups (hevein, orthorhombic and the isoform, trigonal).

The 3D structure was solved by molecular replacement using the pro-
gram AMoRe [?4] and Hev b 6.0201 (PDB code 1Q9B) as the search
probe. After finding a clear solution, the structural mode! was subjected
to rigid body refinement using CNS[25] and revised with QUANTA2000
(Accelrys). Further refinement with the simulated annealing protocol of
CNS, followed by individual temperature-factor refinement, gave R and
Riioe values of 22.3% and 24.7%, respectively, At the final stage of this
process, an anisotropic refinement was made using the REFMAC-TLS
program from the CCP4 suite [26], dropping the Ry, value to 19.2%
{R-factor = 15.1%). A summary of the data-collection and refinement
statistics is given in Tublc !. Coordinates for the isoform have been
deposited at the RSCB Protein Data Bank (accession code IWKX),

Calorimetric assay was performed using a VP-ITC instrument (Mic-
roCal Inc.). The binding reaction was monitored by recording the heat
released upon small additions of a N-N'-AY-triacetyl-p-glucosamine
(chitotriosc) solution to the protein (100 mM phosphate buffer, pH
7.4). In the experiment, 25 aliquots (9 ud each) of an 8 mM chitotriose
were titrated into a 0.249 mM protein solution at 25 °C. The heat of
dilution of the saccharide was obtained by adding ligand to the buffer
solution under identical conditions and injection schedule used with
the protein sample. The enthalpy change (AH) and binding constant
(K were determined from the experimental titration curve using the
software ORIGIN.

Table 1
Data collection and refinement statistics

Data collection

Space group P21
Unit cell parameters (A): 4, b, 37.22, 37.22, 48.79
Resolution range (A) 16-1.7
Number of observations 17304
Number of unique reflections 4440
Ha(l) 252
Completeness (%) 97.1
Muitiplicity 39
Ryg (%) 37
Refinenmtent

R-factor (Yol Reyee” (%) 15.2019.1
Number of atoms: protein/solvent 321740
RMS deviation from ideal values

Bond length (A) : 0.014
Bond angle (*) ’ 21
Residues in Ramachandran plot (%)

Most allowed region 91.8
Allowed region _ 82

Average B-factors (A?): protein/water 15.2/249

Ry = 100543 AIB) ~ [KOWS ulh), where Ifh) is the ith measure-
meat of the h reflection and {/(4)] is the average value of the reflection
intensity.

® Rpeex i8 for 10% of the total reflections.
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The ability of Hev b 6.0202 to inhibit the binding of allergic patients’
IgE to hevein was investigated by ELISA inhibition assay as described

. previously [18].

3. Results and discussion

3.1. Purification and characterization of Hev b 6.0202

One main fraction containing hevein (90%) and its isoform
(~5%), was obtained from the molecular exclusion chromatog-
raphy, then the proteins were separated by reverse phase chro-
matography (results not shown). The presence and proportion
of this particular isollergen was constant in all the Jatex sam-
ples used, no matter the clone (GV-42 and IAN-710) or the
season of recollection of latex and it was independent on the
age of the preparation. At this point it is important to stress
that latex was always processed immediately.

A native PAGE gel showed single bands for the purified pro-
teins, being the jsoform the more anionic (Fig. 1A). These re-
sults were confirmed by CZE, where retention times of
4.66 min and 13.51 min were obtained for hevein and its isoal-
lergen, respectively.

Regarding the primary structure, analysis of the isoallergen
peptides obtained after hydrolysis with trypsine and Glu-C,
demonstrated the presence of an aspartyl residue it position
14, which corresponds to asparagine in hevein. The origin of
this deamidation is uncertain; chemical deamination by aging
of the samples or purification procedures is unlikely due to
the fact that under the conditions used (Tris, pH 8.2, and
4 °C) this modification has not been described [27,28). Besides,
deamination occurs more readily at sequences where the side .
chain of the carboxyl adjacent residue does not impose steric
hindrance, which is not the case for hevein (Fig. 1B). Enzymatic
deamination is not probable, because to date there are no exam-

A
B 10 20
..... RPN B
Hev b 6.0201 EQCGROAGGK LCPNNLCCSQ
Hev 16.0202 EQCGROAGGK LCPDNLCCSQ
30 40
AU S | ...
Hev b 6.0201 WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD
Hev b 6.0202 WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CXD

Fig. 1. (A) Electrophoretic profile of hevein and its isoform. Lanes [
and 2 contain hevein; 3 and 4 the isoform; 5 and 6 have a mixture of
both allergens (20 pg cach). (B) Sequence comparison between both
isoallergens. Residues involved in hevein linear epitopes are 13-24 and
29-36.
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ples of naturally occurring asparaginases that deaminate Asn
residues within a peptide or protein (XxxAsaYyy). It is then
likely that non-enzymatic deamination of Asnl4 actually occurs
in the plant tissues; however, no isoAsp was detected, probably
due o the presence of enzymes that have been found to be wide-
spread in vivo, which convert isoAsp to L-Asp [29].

Finally, a genetic allelic isoform cannot be excluded at this
time either. There are reports of hevein isoforms (pseudohevein
and others with different C-terminal residues) in the GenBank.

3.2. The overall structure of the isoallergen and comparison with
the structure of hevein
The 3D-structure of Hev b 6.0202 at 1.7 A resolution is com-
parable with the one of hevein (1.5 A resolution); with a root
mean square deviation (r.m.s.d.) of Ca positions of 0.23 A.
A stereoscopic view of the superposed molecules is shown in
Fig. 2A. An insert showing details of the loop Prol3-Leul6
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indicates that the side chains of Pro13 and Asnl5 have differ-
ent conformations in both allergens. Most of the residues were
clearly modeled, with the exceptions of Lys** and Asp**, since
the former lacked density for some atoms of the side chain,
while the latter had to be modeled as Ala because no density
was observed further the CP. An analysis of F,— F, and
2F, — F,_ electron density maps (I'ig. 2B) at position 14 showed
no evidence for an isoaspartyl residue, eliminating the possibil-
ity of Asn deamination during the purification procedures.
The surface electrostatic potential: of both allergens are
slightly different (Fig. 2C), being more negative at the position
14 for the isoform. The effect on the binding of specific serum
IgE (Fig. 3) due to the minor change described here suggests
that Asn' is an important residue in the human IgE recogni-
tion, and consequently as being part of this dominant confor-
mational epitope. It is worth noting that Asn'* has been
described as being part of one of the two linear epitopes pres-

D14

Fig. 2. (A) Stereoscopic view of the superposition of hevein (green) and its isoform (blue). Inset shows details of residues 12-16. (B) Details of the
2F, — F, (16) and the F, — F, (30) electronic density maps, in blue and green, respectively, in the Asp' region for Hev b 6.0202. (C) Electrostatic
potentials for hevein (left) and its isoform (right). The negative potentials are shown in red (—2.1kgT/e,) and the positive ones in blue (2.1kg77e,).
Caleulations were done with the program APBS{33] and the figures with PyMOL.
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Fig. 3. ELISA inhibition was performed with hevein and its isoform at
five different concentrations (0.01~10 pg/ml). Serum pool (diluted 1:27)
was obtained from 10 high-risk pediatric patients and another pool
from 10 adult high-risk health care workers (Instituto Nacional de
Pediatria, México City). The inhibition curve for hevein is shown for
compatison. (A) Results for a pool of pediatric sera. (B) Results for an
adult sera pool.

ent in hevein [19.20]. It should be mention that previous strat-
egies were not effective in detecting this residue as being part of
a conformational epitope [16-18].

3.2.1. Binding energetics of Hev b 6.0202 to chitotri-
ose. There were no significant differences in the K, or in the
AH values for both allergens (14250+770M™' and
7.04 £ 0.13 keal/mol for hevein {30} and 14640 % 1300 M~!
and 7.2 £0.3 kcal/mol for the isoform). The stoichiometry
(1) was also nearly one in both cases, Taken togethet, these re-

sults indicate that the residues in the sugar binding site, essen-

tially Trp®', Trp®, Tyr™ and Ser'”, are spatially arranged in a
similar way in both isoallergens {10}, giving approximately the

- -same affinity for the-chitotriose mmcty Interestingly, Asensio:

"¢t al. [31] hiave also demionstrated, using nuclear magnetic res-
onance (NMR) techniques that the interactions of hevein with
(GIcNAc)s oligomers involve, not only the residues indicated
above, but also the loop region (Pro'?, Lue'®) and Cys?*. We
could speculate that differences in this loop could also reflect
differences in the chitin binding.

3.2.2, Inhibition ELISA. An inhibition of 76% of the IgE-
hevein interaction was detected with the isoallergen in the case

of pediatric patients and 70% for adults (Fig. 2); thus, one ami--

no acid substitution decreased the binding of both pools of pa-
tients’ serum IgE to hevein. In our previous work [18], based

on results obtained after chemical modification of the Trp res- .

idues present in hevein, prompted us to postulate the region on
the surface, which comprises the aromatic residues and other
polar residues, as one dominant IgE epitope. In this work we
found that both allergens are almost identical; howevet, the
net charge and the superficial charge distribution are different,
mainly in the substitution site (Asnl4Asp) of the isoform
(Fig. 2C). Consequently, the change in the immunological
activity of the isoallergen can be directly ascribed to the single
amino acid substitution, which results in alteration of local
molecular surface area and its electrostatic potential that could
lead to a reduction in IgE binding affinity. Similar results have
been reported for Bet v 1, where the mutation Glu*>-Ser inhib-
ited IgE binding between 20% and 50% [32].
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Several attempts have been made to delineate conforma-
tional epitopes of hevein-like moleculcs Kansola et al, re-
ported that Arg®, Lys'®, Glu®, Tyr®, His**, and GlIn®, were
responsible for IgE interaction using a chimera based epitope
mapping, hevein mutants and molecular modeling {16.17].
These results are, however, at variance with previous reports
119,20}, which independently demonstrated the presence of
the aromatic residues in linear hevein epitopes (Fig. 1B). In
contrast, using X-ray crystallography and chemical modifica-
tion of Trpz' and Trpn, we determined that these aromatic res-
idues were relevant for the interaction with model antibodies
and IgE [18]. Besides, the relevance that aromatic and polar
side chains might have in IgE recognition by hevein-like do-
mains was made apparent from a primary-structure compari-
son including 60 domains found in proteins that are
recognized as allergens (Hev b 6,02, Hev b 11, wheat germ
agglutinin, WGA) or potential plant allergens belonging to
the pathogenesis-related family. We observed that in 45 cases
(75%), the following motif is conserved (hevein nnmbering:
see Fig. 1B): CMXXX"XCCSXP¢*'XoCGXQXACYCH,
where ¢ represents an aromatic side chain, Q is Thr, Ser or
Gly, and Ac is, in most cases (84%), either Glu or Asp. Ana-
lyzing the same data, but now at position 14, Asn was present

_in 25 cases (41.4%), whereas Asp appeared just in two (3.3%),

These results reinforce the experimental évidence that Asn
could also be an important residue in IgE recognition and
are in accordance with the concept that dominating IgE bind-
ing epitopes may be preferentially located in conserved surface
areas. Interestingly, it looks as if some hevein residues that are
involved in IgE recognition are the same that participate in the
binding of large (GlcNAC); oligomers [31]. .

New strategies for type | allergy treatment favor the use of
recombinant allergens; however, the results presented in this

...work show that differential behayior in natural isoform has

potentially important immunological implications. Addition-
ally, structural studics can provide critical insights to delincate

. conformational epitopes.
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Insights into a conformational epitope of Hev b 6.02 (hevein)
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Abstract - . —

Hevein (Hev b 6,02) is a major IgE-binding allergen in natural rubber latex and manufactured products. Both tryptophans (Trp™
and Trp®) of the hevein molecule were chemically modified with BNPS-skatole (2-nitrophenylsulfenyl-3-methyl-3'-bromoindole-
nine); derivatized allergen failed to significantly inhibit binding of serum IgE in ELISA assays. Similarly, skin prick tests showed that
hevein-positive patients gave no response with the modified allergen. Dot blot experiments carried out with anti-hevein mono- and
polyclonal antibodies confirmed the importance of Trp?' and Trp* for antibody-recognition, and demonstrated the specific cross-
reactivity of other molecules containing hevein-like domains. We also report the structure of Hev b 6.02 at an extended resolution
(1.5 A) and compare its surface properties around Trp residues with those of similar regions in other allergens. Overall our results
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indicate that the central part of the protein, which comprises three aromatic and other acidic and polar residues, constitutes a

conformational epitope.
© 2003 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Type 1 allergic diseases are the result of inappropriate
immune responses to certain otherwise innocuous pro-
teins (allergens), in people with a genétic predisposition
or atopy. It is well established that the recognition of
allergens by immunoglobulin E (IgE) is the key step to
the allergic response. The allergen is bound to the IgE
high-affinity receptor complex on mast cells and, if this
occurs, mediator release is induced leading to the aller-
gic inflammation [1].

Allergenic proteins are structurally and functionally a
heterogencous group, including hydrolytic enzymes,
enzyme inhibitors, carbohydrate-binding proteins, actin-
binding proteins, and others without a known biological
activity [2]. Many structural features of proteins could
potentially contribute towards their allergenicity, in-
cluding availability and identity of the epitopes. How-
ever, the stability, the presence of glycosyl groups, and
enzymatic or lectin activities can influence allergenicity

* Corresponding author. Fax: +52-55-56-16-22-17.
E-mail address: adela@servidor.unam.mx (A. Rodriguez-Romera).
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[3], although in many instances the mechanisms remain
unclear. Natural rubber latex (NRL) proteins aré a well-
recognized cause of type-I allergic reactions that in-
creasingly affect health-care workers and other people
using latex producits. It is also known that latex allergy is
often combined "with - allergy ‘to certain fruits such as
banana, avocado, and kiwi [4], which contain class 1
chitinases with a hevein-like domain. In addition, cross-
reactivity of latex allergens with pollen allergens from
ragweed, timothy grass, and mugwort has been de-
scribed. [5]. In general, the presence of similar or com-
mon epitopes might explain this cross-reactivity.
Basically two types of IgE epitopes have been iden-
tified. Epitopes that consist of a few continuous amino-
acid residues are referred to as linear or sequential [6],
whereas those composed of at least two non-adjacent
regions of the molecule that are brought into close
proximity within the folded structure are named dis-
continuous or conformational. Since most IgE epitopes
appear to be conformational [7], it is clear that a proper
understanding of the interactions by which allergens are
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recognized by IgE antibodies would benefit greatly from
the accurate knowledge of allergen structures.

Hev b 6.02, one of the main allergens from rubber
(Hevea brasiliensis latex), is a lectin-like protein that also
acts as a defense-related protein [8] and whose presence
has been demonstrated in NRL products [9]. In addi-
tion, nature furnishes several isoforms of hevein, one of
them, known as pseudohevein (isoform 1), with six
amino acid mutations [10}. Hevein-like domains are also
present in agglutinins from wheat germ (four domains)
[11] and from Urtica dioica (two domains) [12]. In these
agglutinins the sugar-binding site is mainly constituted
by three aromatic amino acids, which interact with su-
gar rings through stacking contacts,

To gain new insight into the nature of the IgE epi-
topes for these proteins, we performed immunological
experiments using Hev b 6.02, isoform 2, and the protein
modified at positions Trp? and Trp* with BPNS-ska-
tole. We also describe the characterization of the
chemical modification by MALDI-TOF experiments.
Finally, due to the importance of the carbohydrate-
binding region and that some conformational differences
were reported between the structure solved by X-ray
techniques (2.8 A) [13] and the one in sofution [14,15],
we performed a crystallographic study of the allergen at
high resolution (1.5A). Based on a detailed structural
comparison of this protein with allergens from plants
such as Bet v 2 (Berula verrucosa), Hev b 8 (H. brasiliensis),
and the agglutinin from wheat germ (WGA), we pro-
pose an explanation for the observed cross-reactivity
pattern among the allergens under consideration.

Experimental procedures

Protein purification and crystailization, Purification and crystalli-
zation of Hev b 6.02 (clon LAN-710) have been described elsewhere
[13]. In this work, crystals were grown at 18°C by the sitting
drop method, from a solution containing 60% MPD, 40mM Tris-HCI,
pH 7.1 '

Chemical modification of the tryptophan residues of Hev b 6.02.
Modification was carried out according to Omenn et al. {16]. Briefly, to
a solution of 1 mg Hev b 6.02in 60% acetic acid, 28l of a 2mg/m}
solution of 3-BNPS-Skatole in glacial acetic acid was added (15min at
room temperature). The mixture was then applied to a Sephadex G-10
column (1.0 x 100 cm) equilibrated with 1.5 M acetic acid, The fraction
containing modificd Hev b 6.02 was dialyzed against distilled water,

Enzymatic digestion of natural and modified Hev b 6.02 with Glu-C
and characterization using MALDI-TOF mass spectrometry. Namral
(control) and oxidized Hev b 6.02 (350 ug) were treated with 6 M
guanidine HCI for 15min (37 °C). Dithiothreitol (SmM) in 0.15mM
Tris, pH 8.8, was then added to the samples (37°C, 20min). lodoa-
cetamide (10mM) in the same buffer was added to the sampies (20 min
at room temperatuac). The reaction mixturcs were then transferred to a
High-Trap desalting column (Pharmacia), Five micrograms of cach of
the samples was applied to a Superdex-peptide colwnn (16/30)
{Pharmacia) equilibrated with the Tris buffer. The rest of the proteins
were digested with 5pg endoproteinase Glu-C (Bochringer-Mann-
heim), which selectively cleaves peptide bond’s C-terminal to glutamic
acid residues, for 60h at 37°C, in the same Tris buffer, After this, the

N-terminal sequence for the peptides obtained was determined by
automated Edman degradation on a gas-phase proiein sequencer (LF
3000, Beckman Instruments, Irvine, CA),

For the matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight
(MALDL-TOF) mass spectrometry (MS) experiments, 270 pg of the
digested proteins was applied to a reversed phase column (C-18,
4.6 x 150 mm, Waters). The purified peptides were mixed with a-cya-
no-4-hydroxycinnamic acid in 30% acetonitrile, 70% water, and 0.1%
TFA, and analyzed in a OMNIFLEX MALDI-TOF instrument
(Bruker-Daltonics) which has a 337.1 nm nitrogen laser and 19kV
accelerating voltage in the lincar mode.

CD analysis of native and chemically modified Hev b 6.02. CD
spectra were recorded on a JASCO J-700 spectropolarimeter at 20°C.
The spectral range was 200-260 nm at 10 nm/min and three scans were
accumulated. The protcin concentration was 0.2mg/ml in a 10mM
phosphate buffer, pH 7.0.

Enzyme-linked immunosorbent assay inhibition experiments, Briefly,
microplates were coated with 5 pgfwell of hevein in sodium carbonate
buffer (pH 9.6) and blocked. Afterwards, a serum pool of 10 high-risk
pediatric patients (Instituto Nacional de Pediatria, Mexico City), di-
luted 1:10, was co-incubated (2h at 37°C) with either Hev b 6.02,
isoform 2, or the allergen chemically modified, at five different con-
centrations (0.1-25 pg/ml). Plates were washed and biotin-labeled
mouse anti-human IgF (1:500 difution) was allowed to react for 1h at
37°C, The plates were then washed and incubated with 100 uliwell of
streptavidin-peroxidase diluted 1:2000 for 1 h at 37 °C. Produced color
was read at 490 wn using an automated Enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) reader (Dynatech MR 5000).

Dot blot assays. These experiments were performed to assess the
possible cross-reactivity among allergens. Proteins (Hev b 6.02, Hev b
8 (profilin), Hev b 11 (class T chitinase), pseudohevein (isoform 1),
isoform 2, chemically modified Hev b 6.02, WGA, and bovine scrum
albumin (BSA) as a ncgative control) were applied to nitrocellulose
membranes (25 pg/dot), and then washed and blocked. The membranes
were incubated with either rabbit polyclonal (PAb) or mouse mono-
clonal (MAb) IgGs raised against Hev b 6.02. The reaction was

revealed by incubation with peroxidase-conjugated anti-rabbit of anti-™ 7

mouse [gGs and the binding was detected by chemioluminescence,
Skin prick tests. Tests were performed using intact Hev b 6.02 and
the protein modificd- at ‘positions, Trp?' and Trp? in {00 volonteer, -
health-care workers (50% high-risk individuals), The Ethics Committee
of the Instituto Nacional de Pediattia, Mexico City, approved this
study. The negative control was allergen diluent (Evans solution) and
the positive 1.0mg/mi histamine solution. Five milliliters of solution
coptaining an allergen (1.0-10.0pg/inl) was placed on the skin, which
was then pricked with the tip of a needie. The presence of a wheal
larger than the one produced by histamine (2-4 mm) and no reaction

-with-the Evans solution indicated the presence of IgE against the

allergen. ‘

Xeray diffraction analysis. X-tay diffraction data were collected,
from a single crystal, at 277K at the Stanford Synchrotron Radiation
Laboratory (Station 7-1) using a MAR 30 image plate detector. Dif-
fraction data were processed with the programs DENZO {17] and
CCP4 (18]. The structure was solved by molecular replacement using
CNS {19] with the protein solved by NMR methods as the search
model (PDB entry 1HEV). Initial crystallographic refinement was done
with CNS. Simmulated annealing was used and each refinement cycle
was followed by fitting of the model into sigma weighted electron
density maps using QUANTA2000 (Molecular Simulations Inc., San
Diego, CA). Cross-validation [20] was employed throughout and 10%
of the data were used for the Ry calculation. The initial steucture and
topology files of MPD were obtained from the website HIC-Up {21).
Solvent molecules were placed using the X-SOLVATE routine in
QUANTA2000 {22].

High-regolution refinement with SHELX97 {23] was started using
the model from the CNS refinement. Protein bond and angle restraints
used were of Engh and Huber [24]. Anisotropic atom B-factors were
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introduced in a conjugate gradient least-squares (CGLS) minimization,
in which the data-to-parameter ratio was 2.1. Anti-bumping distances
restraints were added to prevent non-bonded collisions, The fefinement
of the MPD molecules was carried out against parameters of the
SHELXL dictionary [25]. With this model, the Ry from the isotropic
refinement dropped by 3.1 perceniage points to 16.01%. A final step
was carried out using a least-squares cycle (including all data) con-
verging at R-factor =0.128 (F > 4a). A summary of the data-collec-
tion and refinement statistics is given in Table 1.

Structure analysis and comparisons, Analysis of the stercochemistry
of the model was done using the program PROCHECK [26]. The
molecular superposition of Hev b 6.02 with the two structures ob-
tained by NMR methods was carried out with the program ALIGN
[27). The crystal structures of Bet v 2 (PDB code 1CQA), Hev b 8
(1G5U), and domain C WGA (9WGA) were obtained from the
Protein Data Bank. '

Table 1 )
Data collection and refinement statistics

(A) Data collection

Space group X P2;2,2
Unit cell parameters (A)
a b, 31.81, 60.95, 22.51

No. of monomers per asymmetric unit

4

Resolution range (A) 15-1.5
No. of observations 57822
No. of unique reflections 7113
lle(D 6.7
Completeness (%) 955
Multiplicity 47
" Rym® (%) 50
(B} Refinement
R-factor (%) 12.8
e Ringe® (). 145 o
No. of atoms
Protein 345
Solvent - - 39
MPD , 32
RMS deviation from ideal values
Bond Jength (A) 0,011
Bond angle (A) 0.03
Residues in Ramachandran plot (%)
Most allowed region 882
Allowed region A 11.8
_ Average B-factors (A2)
Water 333
MPD 36.7

*Rom = 100E,Z4L,(R) — [I(R)]}/ E)I(h), where L,{k) is the ith mea-
surement of the h reflection and [/(h)] is the average value of the

reflection intensity,

® Riree is for 10% of the total reflections.

10
|

Hev b 6.02
Pgoudo~-hevein
Hev b 11
WGA3

EQCGROAGGK LCPNNLCCSO WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN C

Results and discussion

A

Characterization of Chemically Modified Hev b 6.02

Hev b 6.02. Hevein, either modified or not by BNPS-
Skatole, was purified by reverse-phase HPLC and sub-
mitted to reduction with DTT to break its disulfide
bridges; sulthydryl groups so produced were alkylated
with iodoacetamide. The alkylated forms gave nearly
identical elution volumes on gel filtration, indicating
that the polypeptide chain was not cleaved by treatment
with BPNS-Skatole. MALDI-TOF mass spectrometry
gave for the modified hevein a mass 40 Da larger than
that for the untreated protein. The first five residues, as
determined by sequence analysis, were the same for both
proteins, confirming that the polypeptide chain was not
cleaved by the oxidation treatment.

In parallel experiments, samples of both hevein forms
were digested with Glu-C after reduction and alkylation.
With both sampies two peptides were separatéd by re-
verse-phase HPLC. The larger peptide obtained from
hevein had a mass of 3424.7 Da, corresponding to the
mass of segment 1-29 with its five cysteines alkylated.
As determined by Edman degradation, the N-terminal
residue of this peptide was Glu, which is the N-terminus
of the whole protein. Thus, Glu-C cleaved the peptide
bond C-terminal of G lu* (see Fig. 1). The larger pep-
tide from chemically modified hevein showed a 40-Da
increase in mass (3465.5 Da) with respect to the larger
peptide from untreated hevein, and Glu was also its N-
terminus. In contrast, the mass of the smaller peptide
was the same regardless of which sample it came from.
This mass corresponds to that of segment 3043 with its
three cysteines alkylated, Tyr was found at the N-ter-
minus of this peptide, confirming the cleavage point of
Glu-C. It is clear, therefore, that changes brought about
by BNPS-Skatole were restricted to the region where the
two Trp residues are located, whereas segment 3043,
which comprises one of the two IgE sequential epitopes
of this protein 28] (see Fig. 1), was unaffected. The mass
increase of 40 Da suggests that both tryptophans were
modified, because derivatives with mass differences of
+4 and +20 are known to result from oxidation of
tryptophan residues {29,30]. Furthermore, the absorp-
tion spectrum of modified hevein increased at 250 nm
and decreased at longer wavelengths with respect to that

20 30 40
TR PP R PO R

EQCGRQAGGK LCPNNLCCS(Q YGWCGSSDDY CSPSKNCQSN CKGGG
BQCGRQAGGA LCPGGLCCSQ YGWCANTEEY CGSGCOSQCD GGV
IRCGSQAGGK LCPNNLCCSQ WGYCGLGSEF CGEGCQNGAC STD

Fig. 1. Sequence comparison of Hev b 6,02, pscudohevein, isoform 3 of WGA (domain C), and class I chitinase (Hev b 11, hevein domain). The linear

IgE epitopes of Hev b 6.02 are shadowed.
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for the untreated protein, supporting the formation of
oxindole moietics (results not shown) [16].

Circular dichroic spectra of Hev b 6.02 and its de-
rivative (not shown) were found to be nearly identical
from 250 to 200 nm. It has been reported previously that
hevein exhibits an intense positive peak at 221 nm [31],
which is also found between 220 and 228 nm in spectra
of other small, disuifide-rich proteins [32]. Because this
rather peculiar band is thought to be originated from
amide groups adjacent to disulfide bridges [33], it is
likely that neither disulfide bonds, which are essential
for the global stability in proteins of this type, nor other
structural characteristics of the polypeptide chain
around these bonds were affected by chemical modifi-
cation of Hev b 6.02.

ELISA inhibition and dot blot assays

ELISA inhibition with a serum pool from pediatric
patients is shown in Fig, 2A. It is clear from these ex-

A —s Hev b 6,02

Isoform 2

% inhibition

o Modificd
Hevtr602 - -

AL A RS LN L. D .

""" * g of inhibitor

WGA

BSA

Fig. 2. (A) ELISA inhibition assays. The average inhibition of IgF
binding to solid-phase Hev b 6.02 was determined using isoform 2 and
the chemically modified allergen with BPNS-skatole in sera from 10
pediatric paticnts. An average of 75% inhibition was found with iso-
form 2 and only 20% with the chemically modified allergen at the
maximum concentration used. The inhibition curve with Hev b 6.02 as
the inhibitor is shown for comparison. (B) Specificity of the polyclonal
and monoclonal anti-Hev b 6.02 antibodies in a dot blot assay. The
membranes were incubated with the rabbit and mouse IgGs. Proteins
used are indicated in the left margin of both figures. BSA was used as
negative control.

periments that no significant inhibition of IgE binding to
solid-phase Hev b 6.02 was observed with the modified
allergen; in contrast, the isoform 2 inhibited binding in
75%. These results strongly suggest that the two Trp
residues are necessary for the recognition of the molecule
by IgE. Besides, it is evident that subtle differences are
important for recognition, because the molecular char-
acteristics of the isoform 2, which are currently under
study, are likely to be very similar to those of Hev b 6.02,
as judged from the small 3-Da mass difference between
them (unpublished results). Additionally, dot blot assays
were done in an effort to determine if model antibodies
could specifically recognize surface epitopes on hevein-
like antigens. We prepared a rabbit polyclonal antibody
as well as a murine monoclonal antibody (6E7) raised
against Hev b 6.02 (results not published). Experiments
were carried out to test the reactivity of MAb 6E7 and
the polyclonal Abs with several lectins (Hev b 6.02, iso-
form 2, pseudohevein, and WGA), a profilin (Hev b 8),
and the chitinase (Hev b 11) from NRL, chemically
modified Hev b 6.02, and bovine serum albumin as a
control. The results obtained are shown in Fig. 2B. As
can be observed, the MADb raised against Hev b 6.02 only
reacted with WGA and the chitinase, indicating that
antigen recognition is not due¢ to unspecific lectin-car-
bohydrate reactions. It is noteworthy that the sequence
identity between Hev b 6.02 and pseudohevein is 6%,
wheteas the chitinase is 60% and WGA: domains are only
about 50% identical to hevein. Indeed, only residues
Trp*, Glu®, and Thr? in Hev b 6.02 are conserved (ei-
ther one or two of them) at equivalent positions in WGA
domains and the chitinase, but not in pseudohevein
(Fig. 1). This strongly suggests, therefore, that these
residues, which are part of Hev b 6.02 linear epitopes and
belong to the carbohydrate-binding region, are essential
for the interaction of MAb 6E7 with hevein-like do-
mains. This proposal is suppotted by the absence of re-
activity of the MAb with chemically modified Hev b 6.02.
Furthermore, the general relevance that aromatic and
acidic side chains may have in IgE recognition by hevein-
like domains is made apparent from a primary-structure
comparison including 60 domains found in proteins that
are recognized as allergens (WGA, Hev b 6.02, and Hev
b 11) or potential allergens, belonging to the pathogen-
esis-related family of plant proteins [34]. In 45 cases
(75%), the following motif is conserved (hevein pum-
bering; see Fig. 1): CEXXXPX CCSX¥ o' XoCGXOQX .
AcYC®, where ¢ represents an aromatic side chain, Q is*
Thr, Ser or Gly, and Ac is, in most cases (84%), either
Glu or Asp. Positions marked by X are occupied by any
type of residue, those of a polar character being much
more frequent. The remaining 15 sequences under con-
sideration differ from the mentioned motif only in that
either Tyr™ is substituted by Phe (six cases) or one of the
aromatic residues at positions 21 and 23 is changed for
His, Ser or Gly (nine cases).
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On the other hand, all the proteins whose structure
contain hevein-like domains were recognized by the
PAbs anti-Hev b 6.02, and even the modified hevein
gave a positive reaction. Interestingly, however, the
PAD also reacted with the profilin Hev b8 (Fig 2B).
The folding pattern exhibited by the profilin molecule
is completely unrelated to, and its sequence shows no
evidence of the typical motif present in the structure of,
hevein-like domains. However, the actin-binding region
in this molecule shares the aromatic and acidic char-
acteristics attributed to antibody-binding sites in he-
vein-like proteins, and could be responsible, therefore,
for the PAb reactivity towards the profilin. Moreover,
the observed cross-reactivity among NRL allergens and

those from pollen seed, considered in this work, might

be explained by the similar features of the binding
regions.

B

Skin prick tests

To assess the relevance that the two Trp residues of
Hev b 6.02 may have on defining B cell (conformational)
epitopes, SPT were performed using the native protein
and the one that had Trp® and Trp® residues chemi- .
cally modified. Hev b 6.02 gave immediate wheal and
flare skin-test responses at concentrations as low as
1.0 pg/mi in 8 of the 50 high-risk volunteers. In contrast, .
the chemically modified allergen induced no response at
all, even at a concentration of 10 pg/ml. These results
show that Hev b 6.02 can elicit itnmediate hypersensi-
tivity responses; however, this capacity is abolished by
chemical modification of the Trp residues, thus sug-
gesting that the region responsible for sugar-binding and
formed by sequential epitopes (Fig. 4) forms a confor-
mational epitope when the protein folds.

Fig. 3. (A) Overall structure of Hev b 6.02. The figure was gencrated with MOLSCRIPT [38]. (B) Stereo view of the electron density 4F - ED
corresponding to the MPD'™ molecule and residues at hydrogen-bond distance. Water (W) mediated interactions are also shown. The contours are
drawn at 3.0 ¢ level and the hydrogen bonds are represented by broken lines.
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Molecular structure

The refined model is ovoid in shape and contains 43
residues, 39 water molecules, and two molecules of
MPD in two conformations. Four small regions of
secondary structure characterize the molecule (Fig. 3A).
The most interesting feature of the structure is the car-
bohydrate-combining site, which shows an aromatic
patch (Trp*, Trp®, and Tyr*®) encircled by the side
chains of Glu', GIn®, GIn®, and Glu®, It was interesting
to find two molecules of MPD in this region, which are
making hydrogen bonds to different residues: MPD!%
(02 MPD-NHE! Trp*) (Fig. 3B) and MPD'®* (04
MPD-OH Tyr*). On the other hand, the side chains for
six residues: Glu!, Leu'!, Pro'?, Ser*® Glu®, and Pro®
were built using two conformations.

The overall structure of Hev b 6.02, at this resolution,
is very similar to the solution structure obtained by
NMR methods [15]. A CA superposition between this
model and the two models obtained by NMR methods
shows an rmsd of 0.62A for the model with bound
chitobiose, and 0.83 A for the one with an empty bind-
ing site, while the superposition of the two structures
solved by NMR methods shows an rmsd of 1.03A. An
analysis of the solvent molecuies found in the structure
shows that the sugar-binding site is full with MPD
molecules plus some waters. Thirty-four out of thirty-
nine water molecules were found near polar residues
exposed to the solvent and five were buried in the
structyre. Regarding solvent accessibility, the binding-
site residues Trp*'and Trp®, as well as neighbor residues
such as Glu! and Glu®, share high values, as determined
with the program NACCESS (S.J. Hubbard, JM.
Thornton, University College, London, 1993), and are
not involved in crystal packing interactions. Indeed, the
solvent accessibility of Trp?! is 63% (when its solvent-
accessible surface area is expressed as a percentage of
the accessible area of the side chain in the tripeptide
Gly-Trp-Gly in extended conformation [35]), which
makes this residue one of the most exposed in Hev b
6.02; Trp residues located at equivalent positions in
WGA are also highly exposed (about 67% accessibility).
In profiling, one Trp also displays high accessibility
(63%).

Structural comparison of Hev b 6.02 with different
allergens .

When we analyzed structures of other plant allergens
such as Bet v 2, Hev b 8, and WGA, we noticed a similar
motif, which involves a number of solvent-accessible
aromatic, polar, and ionizable (mostly acidic) residues
on the surface of the protein. Fig. 4 shows these exposed
regions on the three-dimensional structures of the four
proteins. It should be mentioned that three sequential
epitopes have been reported for Bet v 2 (residues 2-19,

Fig. 4. Electrostatic surface-potential of four allergens. Comparison of
Hev b 6.02 (A) with three plant allergens: Bet v 2 (B), Hev b 8 (C), and
domain C of WGA (D). Ir green the aromatic residues comprising
binding sites; for Hev b 6.02 and Bet v 2 thesc residues are also part of
the lincar epitopes. The protein surfaces have been produced with
GRASP [39].

28-47, and 108-133; [36]), and two for Hev b 6.02
(residues 13-24 and 29-36; [28]) (Fig. 1). For these al-
lergens the highlighted residues in green belong to their
linear epitopes, indicating that those areas of the mo-
lecular surface constitute conformational epitopes. On
account of the structural resemblances shown in Fig. 4,
it is possible that the corresponding regions in the other
allergens may play similar roles as superficial epitopes
and yet conform to common determinants of allergen-
icity. Thus, although these proteins possess binding sites
widely varying in selectivity (i.e., Hev b 6.02 and WGA
bind carbohydrates, whereas Hev b 8 and Bet v 2 bind
actin), it is evident that such sites could potentiaily
contribute towards their allergenicity.

Very recently Karisola et al. [37] described a major
conformational IgE binding site epitope of Hev b 6.02
using a chimera-based allergen epitope mapping strategy
and molecular modeling. They suggested that its N-
terminal and C-terminal regions essentially determined
its IgE binding activity. In this study we present evi-
dence supporting that the central part of the polypeptide
chain is fundamental for the constitution of a confor-
mational epitope and, therefore, for the interaction with
model antibodies. This region includes the binding site,
with three aromatic residues and other residues such as
Glu, Gln, Asp, and Asn exposed to the solvent. These
results support the existence of a main unifying feature
as a4 common critical determinant of allergenicity in
plant allergens.

The atomic coordinates and structure factors (code
1Q9B) have been deposited in the Research Collabora-
tory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank.
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RESUMEN'

Las alergias mediadas par anticuerpos IgE son consideradas un grave problema de salud en los
palises industrializados, debido a la capacidad de algunas proteinas normalmente inocuas (alergenos)
para inducir reacciones alérgicas en pacientes sensibilizados. La comunidad cientifica realiza
diversos estudios inmunolégicos y moleculares para determinar los fundamentos del potencial
alergénico y de la reactividad cruzada de los alergenos, los cuales podrian estar relacionados con las
caracteristicas intrinsecas de estas moléculas. Como objetivos principales se tienen el desarrollar
inmunoterapias apropiadas para evitar estas enfermedades, predecir dicho potencial en productos y
alimentos nuevos, y establecer las herramientas de diagnéstico adecuadas. En este trabajo se
describen algunos estudios realizados primordialmente a las regiones inmunodominantes que

interaccionan con los anticuerpos lgE.

Palabras clave: Alergenos, alergenicidad, reactividad cruzada, epitopos.

ABSTRACT...... . .

lgE-mediated allergies are considered a serious problem of health in the industrialized world, due to

" the capacity of some normally innocuous proteins (allergens) to induce allergic reactions in sensitized
patients. The scientific community realizes several immunological and molecular studies to determine
the basis of the aliergenic potential and the cross-reactivity of the allergens, which could be related to

the intrinsic characteristics of these molecules. The main goals are to develop appropriate
immunotherapy to avoid these diseases, to predict such potential in products and new foods, and to
establish suitable tools of diagnosis. In this work we described several studies perfarmed
fundamentally in the regions that interact with the IgE antibodies.

...Key words: Allergens, allergenicily, cross-reactivily, epitopes.

INTRODUCCION

.as enfermedades alérgicas representan un grave pro-
blema de salud publica, principalmente en los paises
industrializados, afectando a casi 500 millones de per-
sonas en el mundo, sobre todo a la poblacion infantil y
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juvenil. Enfermedades tales como rinitis, asma, der-
matitis atépica y conjuntivitis estan condicionadas a
factores ambientales y a la predisposicién genética de
cada individuo, manifestandose como una respuesta
exagerada contra sustancias normalmente inocuas de-
nominadas alergenos. Los alergenos de naturaleza
proteica son capaces de inducir una respuesta inmu-
ne, al interactuar con anticuerpos Igk presentes en la
superficie de mastocitos que, al activarse, liberan me-
diadores de la inflamacion como histamina, prosta-
glandina y leucotrienos entre otros, desencadenando
las reacciones alérgicas.??

En la estructura molecular de las proteinas alergé-
nicas, existen regiones inmunodominantes, denomi-
nadas epltopos, las cuales interaccionan con los
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fragmentos de union al antigeno (Fab) de los anti-
cuerpos IgE. Si el alergeno fuera una proteina globu-
lar de aproximadamente 20 kDa, con un area superfi-
cial de 500 nm?, el Fab cubriria sdlo entre el 5 al 10%
de esta superficie al formarse el complejo inmune
Fab-alergeno.®

A nivel estructural se han realizado estudios cristato-
graficos de algunos complejos inmunes Fab-antigeno,
estableciendo que son entre 15 a 22 residuos de ami-
noéacidos de cada molécula los que estan involucrados
en esta interaccién. De éstos sdlo de 3 a 5 residuos son
los que contribuyen a la energia de union (epitopos
energéticos) a través de miltiples enlaces complemen-
tarios de tipo no covalente, originados por fuerzas elec-
trostaticas, de van der Waals e hidrofobicas, las cuales
generan constantes de asoclacion con valores que fluc-
tdan entre 105 a 10* M .47

Diversos estudios Inmunoldgicos, utilizando pépti-
dos derivados de la secuencia lineal de algunos alerge-
nos, han permitido establecer la presencia de epitopos
lineales reconocidos por IgE de sueros de pacientes
sensibilizados. Sin embargo, de manera general, los
residuos que conforman un eplitopo se encuentran en
la superficie de dichas proteinas, localizados en dife-
rentes posiciones de la secuencia lineal, pero muy
cercanos si la proteina se encuentra en su forma ple-
gada, razén por lo cual se les ha denominado como
epitopos conformacionales.® El conocimiento de la
estructura tridimensional de los alergenos esta reve-

. ~.1ando a los epitopos conformacionales presentes. en

éstas; no obstante, existe un nimero limitado de-di-
chos reportes, entre los que se encuentran, solo por
mencionar algunos a Bet v 1, Bet v 3, y Bet v 4 del
- abedul, Phi p 7 del heno, Ain g 4 del aliso, Brar 1 del
nabo y Der f 2 del 4caro.®®

A nivel intermacional se realizan estudios para de-
terminar si estas regiones inmunodominantes en los
alergenos se relacionan con sus-caracteristicas intrin-
secas. Es declr, si la complejidad molecular (secuen-
cia de aminodcidos, tipo de estructura secundaria, for-
ma de plegamiento), la solubilidad, la estabilidad, el
tamafo y la actividad bioguimica de un alergeno pue-
den promover las condiclones inmunoldgicas necesa-
rias para la sensibilizacion en el huésped, la interac-
cion con anticuerpos IgE vy la inducelén de reacciones
alérgicas (alergenicidad).'® Estas investigaciones par-
mitiradn determinar las caracteristicas estructurales e
inmunolégicas que e confieren a una proteina las pro-
piedades para ser considerada un alergeno. Esto con
el fin de desarollar métodos clinicos eficaces que per-
mitan controlar los procesos alérgicos a través de in-
munoterapia especifica. En esta revision describire-
mos estudios recientes sobre las relaciones existentes
entre las caracteristicas intrinsecas de este tipo de
proteinas y su capacidad alergénica.

CARACTERISTICAS INTRINSECAS DE LOS ALER-
GENOS Y SU RELACION CON LA ALERGENICIDAD

A) Modificaciones postraduccionales

La mayoria de los alergenos son proteinas extracelu-
lares, que suelen sufrir modificaciones postraduccio-
nales, siendo la principal la glicosilacién. Las glico-
proteinas se forman en el reticulo endoplasmico,
donde se unen de manera covalente oligosacaridos a
los residuas de asparaginas (N-glicanos), de setinas/
treoninas (O-glicanos) o bien de prolinas y lisinas en
las proteinas de plantas. Estas reacclones se llevan a
cabo gracias a la accién de glicosiltransferasas y de
algunas glicosidasas. Las glicoproteinas presentan
cambios en la estabilidad, la solubilidad, la hidrofobi-
cidad y en la carga eléctrica, ocasionando que los si-
tios glicosilados sean mas visibles al sistema inmune
del huésped "

Algunos alergenos N-glicosilados de plantas, afta-
mente Inmunogénicos, presentan azlicares como ma-
nosa, fucosa, xilosa y N-acetilglucosamina, en un orden
que no se encuentra en los glicanos de rmamiferos, es-
tableciendo que este orden es precisamente la clave de
la alergenicidad.** Se ha podido demostrar para el
caso de alergenos de olivo como QOle e 1 y de heno
como Phi p 1, que después de ser sometidos a proce-
803 de desglicosilacion, tales como la oxidacion con pe-
riodato o Acido trifluorometanosulfonico (TFMS), ambas
proteinas perdieron sus propledades alergenicas, por lo
que se pudo deducir que, en estos casos, los azlicares
presentes son parte esencial de los epitopos reconoci-
dos por los anticuerpos IgE. 101 #

B) Estabilidad de los alergenos
Los principales alergenos son termoestables y mantie-
nen su alergenicidad después del calentamiento, mien-
tras que otros son considerados incompletos por ser
susceptibles a pH's bajos y a la accidén de enzimas pro-
teoliticas.'s

En experimentos realizados ¢on algunos alerge-
nos ricos en puentes disulfuro intramoleculares se
ha determinado la importancia de éstos en la con-
servacion de la alergenicidad. Ejemplos de esto se
encuentran en los alergenos Derf 1, Derf2, Lepd 2
(alergenos de &caros del polvo casero),'®'" Sina 1
(mostaza), Ole e 1(alivo),™ la aglutinina del germen. -
de trigo™ y la lactoglobutina,®'® en donde al reducir
dichos puentes o bien eliminarlos por mutagénesis
dirigida, los alergenocs pierden su capacidad de union
a IgE‘s. Este detrimento en la alergenicidad se po-
dria explicar esenciatmente por la pérdida de la con-
formaci6én original del alergeno y por lo tanto de los
apitopos conformacionales; o bien, a una menor es-
tabilidad de los mismos, siendo mas susceptibles a
la digestion enzimatica,
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C) Similitud con proteinas endégenas

Los alergenos mas potentes soh aquelfos que presentan
las mayores diferencias a las proteinas endogenas del
hospedero, puesto que aquellas que presentan gran si-
militud molecular estan involucradas en mecanismos de
tolerancia. Sin embargo, recientemente se ha comproba-
do que el débil estimulo de las proteinas de estructuras
relacionadas favorece la respuesta de células TH2, las
cuales a traveés de la produccion de citocinas especifi-
cas, estimulan la formacion de anticuerpos IgE en las
células B,2'° Un ejemplo lo encantramos en las lipocali-
nas exdgenas, las cuales tienen una alta similitud con
las endégenas y generan alergia.?’22 Por otra parte, se
ha descrito que las albiiminas alergénicas del gato y el
perro presentan una alta similitud entre ellas, pero no
con las albUminas del humano, lo cual puede indicar
que los epifopos de unidn a Igk de estos alergenos son
las areas no homélogas entre estas moléculas.?

D) Enzimas

Los alergenos con capacidad enzimética presentan en
st mayoria actividad de proteasas y nucleasas.'® Un
ejemplo, es el alergeno del dcaro de polvo casero Der p
1, el cual tiene actividad de cistein-proteasa lo que ayu-
da a incrementar su permeabilidad en el epitelio bron-
quial, facilitando asi su propio procesamiento. Este aler-
geno es ademas capaz de cortar a CD23 (receptor de
baja afinidad para IgE’s, el cual regula ia sintesis de es-

tas inmunoglobulinas), y a CD25 (la subunidad a del re-

ceptor para interleucina-2), ocasionando un desequili-
brio en la respuesta inmune, asi como un aumento en la
produccion de IgE’s.™ Las proteasas del acaro y la fos-

folipasa A, (principal alergena delveneno de abeja) oca-

sionan la produccion de citocinas pro-inflamatorias al
estimular directamente a células epiteliales bronquiales,
mastocitos y baséfilos, aumentando su respuesta alér-
gica.'® Phi p 5 (alergeno del polen del heno), es una nu-
cleasa, que puede reducir su efecto alérgico en presen-
cia de inhibidores de RNAsa, no porque pierda su
actividad como enzima, sino porque al parecer el inhibi-
dor al unirse a la proteina bloguea los epitopos que son
reconocidos por IgE’s. 101

Existen alergenos que tienen la estructura de enzima,
pero en estado inactivo, como en el caso de Bla g 2 (de
cucaracha alemana), la cual es una aspartico-proteasa

..« .que Induce la produccién de IgE a niveles mas altos que
- Der p 1, indicandonos que posiblemente sean mas im-

portantes las estructuras presentes en estas enzimas y
no su funclén, o que ocasione la alergenicidad."

E) Alergenos que unen calcio

Algunos alergenos encontrados en plantas y animales
unen y transportan Ca®, Estos presentan de 2 a 8 do-
minios denominados EF-hands o plegamientos tipo cal-
modulina, los cuales interactian con diferentes ligandos

Vol. 13, Nim. 1 » Enero-Abril 2004

dependientes de calcio.?* Dentro de esta categoria se
ha identificado a la parvaibtimina, el principal alergeno
del pescado, a Phi p 7 del heno, a Aln g 4 del aliso, a
Bet v 3 del abedul, a Ole e 3y Ole e 8 del olivo, a Cyn d
7 del pasto bermuda, a Brar 1 del orujo, entre otros.?

En estudios realizados con Bet v 3, el cual presenta
3 sitios de unidn a Ca?*, se propuso que un alergeno
puede asumir de manera reversible diferentes confor-
maciones, exponiendo epitopos variables que ocasio-
nan interacciones diferentes con IgE de suero de pa-
cientes. Esto se observo debido a que cuando el
alergeno esta unido al Ca® presenta una conformacion
abierta, haciendo que los residuos expuestos en la su-
perficie sean accesibles a los anticuerpos; mientras que
cuando el alergeno esta libre de calcio, éste presenta
una conformacion cerrads que impide la interaccion con
estas inmunogtobulinas.®

F) Alergenos transpottadores

En esta categoria se encuentran {as lipocalinas, protei-
nas altamente solubles que transportan retinol, esteroi-
des, lipidos y feromonas.?' Los principales alergenos de
este grupo estan presentes en animales domésticos co-
munes de l{as ciudades industrializadas y en animales
de granja; destacando como aeroalergenos Canf 1y
Can f 2 (perro), Mus m 1 (ratén), Rat n 1 (rata), Equc 1
y Equ ¢ 2 {caballo) y Bos d 2 (vaca), asi como los aler-
genos encontrados en alimentos como Bia g 4 (cucara-
cha) y Bos d 5 (beta-lactoglobulina de leche de vaca).®

Este Ultimo, presenta seis regiones de unidén-aIgk’'sde-.. - ...
suero de pacientes sensibilizados, destacando una se-

cuencia altamente conservada en las lipocalinas rica en
acido aspértico.22226

G) Alergenos que unen actina '
Las profilinas son proteinas de unién a actina, aunque

_ también interact(an con cadenas de poli L-prolina y con

algunos fosfolipidos. Se ha encontrado que las areas
superficiales que contienen los epitopos de unién a IgE
de este tipo de alergenos, son las mismas que interac-
tGian con actina, indicando que las areas expuestas ala
superficie, que muestran afinidad por ligandos natura-
les, son también reconocidas por las regiones variables
de estos anticuerpos.®

H) Lectinas

Algunos alergenos interacclonan con carbohidratos.
Ejemplos de esto, lo encontramos en los alergenos més
importantes de! latex del arhol del hule Hevea brasilien-
sis, tales como Hev b 6.01, Hev b 6.02 y Hev b 11, los
cuales unen oligosacaridos de N-acetilglucosamina,
gracias a un dominio de heveina. También se ha descri-
to este tipo de dominios en ofras plantas, destacando
Pers a 1 (aguacate), y algunos otros presentes en el
platano, kiwi, y castaiia, lo cual podria explicar el hecho
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de que aquellas personas sensibles a latex lo son tam-
bién a estas frutas.?’

ESTRUCTURA DE ALERGENOS

En los Gltimos afios se han resuelto varias estructuras

cristalogréficas de alergenos, las cuales han servido
para los primeros analisis comparativos entre ellos. En
1998, Rouvinen y col. realizan un analisis de las prime-
ras ocho estructuras de alergenos reportadas en el
PDB {Protein Data Bank), estableciendo que éstas tie-
nen en comun ser esféricas y elipticas.® Aalberse y col.
on el'2000, realizan una clasificacion de alergenos en
base a los plegamientos de estructura secundatia pre-
dominantes en 40 de éstos (utilizando la base de datos
SCOP), proponiendo una subdivision en cuatro familias

- estructurales definidas: aquellos alergenos con plega-
miento tipo hebras g antiparalelas, tipo hélices a, tipo
hojas f§ antiparalelas asociadas intimamente a una o
mas hélices a y aquélios tipo hojas g y hélices a poco
asocladas.? A continuacidn mostraremos un ejemplo de
cada una de las familias estructurales:

1) Hebras beta antiparalelas

Como ejemplo, mencionaremos al principal alergenc
del acaro americano, Der f 2, Este tiene un plegamiento
tipico de inmunoglobulina, presentando dos hojas £, la
primera de tres hebras 8 y 1a segunda de cuafro. Como
s6 menciond anteriormente, este alergeno necasita es-
tar en su conformacién nativa, dada por sus tres puen-
tes disulfuro, para poder interaccionar con IgE’s. Se ha
sugerido que los residuos involucrados en esta interac-
clén son en su mayoria residuos cargados como lisina y
el acido aspdrtico, aromdaticos como ia fenilalanina y al-
gunas cisteinas.?

2) Hélices a

Phi p 7, considerado el principal alergeno de polen del
heno, el cual une y transporta Ca*, es un dimero que
presenta motivos estructurales hélice a- asa- hélice a.
La capacidad de reconacimiento por parte de los anti-
cuerpos IgE hacla este tipo de alergenos depende de la
presencia de iones calcio unidos a estas proteinas. Re-
siduos tales como asparticos, asparaginas y glutamicos
altamente conservados, que conforman el asa, estan in-
volucrados en la coordinacion de estos iones. Proteinas
recombinantes carentes de estos residuos pierden en
su totalidad la capacidad de unién a IgE.*

3) Hojas § antiparalelas asaciadas intimamente con una
0 mas hélices «. :

El primer alergeno del cual se obtuvo la estructura cris-
talogréfica acoplada al Fab de un anticuerpo monoclo-
nal murino fue Bet v 1, el principal alergeno del abedul,
Su estructura terciaria presenta siete hojas beta antipa-

ralelas que envuelven a una hélice alfa anfipatica de
cerca de 25 residuos y a dos hélices pequedas. E!
eplitopo conformacional encontrado esta formado por 17
residuos, doce de los cuales estén localizados en un
asa entre dos hojas 8. En este epltopo destacan cuatro
glicinas, dos asparaginas, dos acidos glutdmicos y dos
isoleucinas, residuos que interaccionan con el Fab a
través de puentes de hidrégeno e interacciones de van
der Waals.*

4) Hojas § y hélices a poco asociadas

La lisozima de huevo blanco de gallina es otra molécula
ampliamente estudiada como alergeno presenta dentro
de su estructura hélices « asociadas por largas asas a
hojas B. Se ha observado que los residuos de ia parte
amino y carboxilo-terminal, correspondientes a la su-
perficie de una regién apolar en esta molécula, forman
al epitopo reconocido por un anticuerpo monocionat
anti-isozima.?*

Na contemplada en esta clasificacién se encuentran
las proteinas alergénicas pequefias, tales como Hev b
6.02, uno de los principales alergenos del latex de hule
natural. Recientemente, nuestro grupo de trabajo, des-
cribidé un epitopo conformacional de esta molécula, en
donde la presencia de aminoédcidos aromaticos, tales
como triptéfano y tirosina, ast como algunos residuos
polares son relevantes en la interaccion con IgE’s de

- suero de paclentes y con IgG's monoclonales murinos

anti-Hev b 6.02.%

Esta clasificacién muestira que no existen caracteris-
ticas estructurales definidas que determinen si una pro-
teina pueda o no ser alergénica. No obstante podemos
sefialar la importancia de algunos residuos esenciales
en la interaccion con sus anticuerpos, donde sobresa-
len los aminoacidos arométicos y los polares.

REACTIVIDAD CRUZADA

Dos alergenos presentan reactividad cruzada sélo si
comparten caracteristicas estructurales, que hacen que
sean reconocidos por anticuerpos IgE de sueros de pa-
cientes contra alguna de estas dos proteinas. Es infere-
sante mencionar que todos los alergenos que presen-
tan reaccion cruzada tienen un piegamiento similar, en
la mayorfa de los casos, con mas del 70% de identidad
en la secuencia de aminodcidos; mientras que aquélios
conh plegamiento similar no necesariamente pueden
mostrar reactividad cruzada.®

Mediante experimentos de ELISA competitiva e in-
munaoblots, utilizando a alergenos de diferentes espe-
¢ties de plantas no relacionadas que contienen dominios
EF-hand de unién a Ca?, se estableci6 que sdlo aque-
llos que contaban con el mismo nimero de dominios,
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presentaban una inhibicién del 100%, estableciendo la
mayor reactividad cruzada.®? '

En otro estudio se compard a dos alergenos-de la
risma especie que unen calcio, Ole e 3y Ole ¢ 8 (del
olivo), observando que cada uno presenta epitopos
especificos de union a IgE, por lo que los dominios es-
tructurales EF-hands de estos alergenos no son los
epltopos responsables de la reactividad cruzada, indi-
cando que éstos se encuentran en sitios menos con-
servados. '

Finalmente, la reactividad cruzada entre algunos aler-
genos glicosilados de diferentes especies de plantas, de-
pende en cierto grado de los carbohidratos presentes en
la superficie de estas proteinas, denominados carbohi-
dratos determinantes de la reactividad cruzada (CCD),
aunque por si solos éstos son clinicamente irrelevantes Yy
con baja afinidad para un entrecruzamiento efectivo.'!-12

CONCLUSIONES

De acuerdo a lo anteriormente expuesto y considerado
dentro de los mecanismos que siguen algunas protel-
nas para la induccion de alergia, son importantes la ruta
de exposicion, las caracteristicas fisicas, la actividad
bioldgica y la estructura de las mismas, que en conjun-
to hacen mds factible su entrada al organismo, su pro-
cesamiento y sobre todo la posibilidad de interactuar
con anticuerpos IgE’s. Los ejemplos mostrados en esta
revision, establecen que los alergenos son proteinas

heterogéneas; sin embargo, de manera general, sisus ... |
caracteristicas intrinsecas no son preservadas, la capa~— -

cidad para interactuar con ias IgE’s se reduce, _

Es evidente que todavia se requiere mas informa-
cién en este aspecto, tanto identificar las caracteristi-
cas de aquellos antigenos que son capaces de inducir
una respuesta inmune sin llegar a ser alergénicos,
como establecer los mecanismos Inespecificos de los
alergenos para el desarrollo de la alergia. El conoci-
miento de las dreas y los residuos de alergenos involu-
crados en la interaccién con los anticuerpos IgE, asl
como el tipo de interacciones presentes, permitiran lie-
var a cabo el disefio de Inmunoterapias especificas.
Estas podran utilizar proteinas recombinantes y deri-
vados hipoalergénicos, que presenten el plegamiento
original con maodificaciones en dichos residuos, lo que
permitira evitar el desarrollo de las reacciones alérgi-
cas, logrando en un futuro cercano la vacunacién pro-
filtActica en contra de Ia alergia.
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