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@ Resumen:

ADN recombinante que codifica para epitopos del
alergeno profilina de Hevea brasiliensis util para el
diagndstico y tratamiento de alergia a latex.
La molécula de ADN recombinante tiene un frag-
mento de 396 nucleétidos de ADNc proveniente de
ARNmM de Hevea brasiliensis. Esta molécula codifica
una molécula polipeptidica que contiene al menos un
epitopo del alergeno profilina de la planta del latex
(Hevea brasiliensis)
El poIipéEtido puede obtenerse por cultivo de un or-
ganismo hospedador que contiene un vehiculo de ex-
presién microbiano que se autorreplica en dicho or-
Eanismo y sirve para expresar la molécula de ADN.
stas moléculas recombinantes tienen aplicacién en
el diagndstico y tratamiento de alergias, asi como en
la produccién de vacunas.
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DESCRIPCION

ADN recombinante que codifica para epitopos del alergeno profilina de Hevea brasiliensis util para el
diagnostico y tratamiento de alergia a latex.

Campo técnico de aplicaciéon

La presente invencién se encuadra en el campo del diagndstico y tratamiento de alergias, particular-
mente alergias polinicas. Concretamente, trata del panalérgeno profilina, presente en un gran nimero
de plantas, y causante de reacciones cruzadas. En la presente invencién se proporciona una molécula
de ADN recombinante que codifican para un polipéptido que tiene al menos un epitopo del alérgeno
profilina de drbol de la familia de las euphorbiaceas (Hevea brasiliensis) del cual se obtiene la goma base
de latex. Se describe también un método de produccién de este polipéptido recombinante en un sistema
de expresion heterdlogo.

Estado de la técnica anterior a la invencion

Las alergias de tipo I son un problema sanitario importante en los paises industrializados. Este tipo
de alergias estan causadas por la formacion de anticuerpos IgE contra antigenos transportados por el
aire. Estos anticuerpos IgE interaccionan con los mastocitos y basofilos, liberando mediadores biolégicos
como histamina, produciendo rinitis alérgica, conjuntivitis y asma bronquial en un 20 % de la poblacién
[Miyamoto. 1991 Advances in Allergology and Clinical Immunology. Godard, Bousquet, and Michel. The
Parthenon Publishing Group-Carnforth.]. Uno de los métodos actuales para remediar las manifestaciones
alérgicas es la inmunoterapia. Este método consiste basicamente en modular la respuesta inmune en el
paciente mediante la administracién regular y en concentraciones crecientes de las proteinas que producen
la alergia (extractos alergénicos).

Los métodos de diagnéstico de las enfermedades alérgicas, tales como RIA (immuno-radiometric ass-
say), RAST (radio-allergosorbent test), ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), inmunotransferen-
cia, ensayos de liberacion de histamina entre otros, dependen de la disponibilidad de alérgenos puros. Los
extractos alergénicos aislados de fuentes naturales son complejas mezclas de proteinas y otras moléculas.
Su composicién, y por lo tanto alergenicidad, depende del material usado, el cual varia segin las condicio-
nes ambientales, en el caso de los pélenes, la fase de maduracion, en el caso de los hongos, las condiciones
de crecimiento de los dcaros, etc. Incluso, algunos extractos pueden contener una concentracién insu-
ficiente de alérgenos mayores, pueden estar contaminados con componentes no deseados, frente a los
cuales el paciente no es alérgico, o ambos. Ademds, alérgenos importantes pueden perderse durante la
extraccion debido a proteasas, y los procesos bioquimicos de purificacidon de alérgenos son laboriosos y
costosos. Por estas razones, se ha prestado gran atencién a la tecnologia del ADN recombinante como
una alternativa viable para la produccién de alérgenos recombinantes, facilitando asi su caracterizacion
a nivel molecular, y su uso en diagndstico y terapia [Scheiner & Kraft. 1995 Basic and practical aspects
or recombinant allergens. Allergy. 50. pp.384-391.]. Los alérgenos recombinantes pueden ser producidos
a gran escala en tanques de fermentacién, utilizando sistemas de expresién microbianos. Su purificaciéon
es mas eficiente y barata, ya que se parte de una mayor proporcién de la proteina de interés. Ademds,
mediante estas técnicas se pueden obtener facilmente fragmentos especificos de estas proteinas. La apli-
cacién de las técnicas del ADN recombinante ha llevado al aislamiento de un gran nimero de proteinas
con caracteristicas alergénicas [Stewart. 1995 Asthma and Rhinitis.Busse and Holgate. Backwell Scien-
tifics Publications.].

El latex obtenido del arbol Hevea brasiliensis, es un material utilizado en la manufactura de un gran
ntimero de productos tanto de uso cotidiano (chupetes, tetinas, juguetes, pinturas, etc.) como sanitario
(catéteres, preservativos, guantes de examen, etc.). Las proteinas del ldtex han demostrado ser unos
potentes alergenos capaces de inducir anafilaxis. El primer grupo de riesgo entre aquellos que pueden
padecer mas facilmente alergia a latex es el grupo de alergia ocupacional, que comprende a adultos sen-
sibilizados a latex debido a su profesion, como es el personal sanitario y los trabajadores de la industria
de manufactura de productos derivados del latex.

Otro grupo de riesgo son ninos con espina bifida, que tienen un alto nivel de exposicion a latex debido
a las continuas intervenciones quirurgicas a las que son sometidos. Hasta la fecha han sido registrados
ocho alergenos procedentes del latex en la lista oficial de alergenos del Subcomité de Nomenclatura de
Alergenos de la Unién Internacional de Sociedades de Inmunologia (IUIS): el factor de elongacién (Hev b
1); una 1,3-glucanasa (Hev b 2); una proteina de 24 kDa (Hev b 3); un componente del complejo protéico
del microhelix (Hev b 4); una proteina acidica de 16 kDa (Hev b 5); el precursor de la heveina, la heveina,
y su fragmento C-terminal (Hev b 6.01, Hev b 6.02, y Hev b 6.03, respectivamente); un homdlogo de la
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patatina (Hev b 7); y la profilina (Hev b 8).

Las profilinas constituyen una ubicua familia de proteinas que interaccionan especificamente con fos-
folipidos de la membrana y con la actina, modulando la capacidad de polimerizacién de esta proteina. La
profilina probablemente une el proceso de remodelacion del citoesqueleto con la cadena de transmisién
de senales celulares en respuesta de estimulos externos [Machesky & Pollard. 1993 Profilin as a poten-
cial mediator of membrane-cytoskeleton communication. TIBS. 3. pp.381-385. Aderen. 1992 Signal
transduction and the actin cytoskeleton. TIBS. 17. pp.438-443. Haarer & Brown. 1990 Structure and
function of profilin. Cell Motil. Cytoskeleton. 17. pp. 71-74. Theriot & Mitchison. 1993 The three faces
of profilin. Cell. 75. pp.835-838.]. Las profilinas son prominentes alérgenos que pueden ser aislados de
pélenes de arboles, hierbas y malezas, asi como de algunos alimentos [Valenta, Duchéne, Ebner, et al.
1992 Profilins constitute a novel family of functional plant pan-allergens. J. Exp. Med. 175. pp.377-385.
Ebner, Hirachwehr, Bauer, et al. 1995 Allergens, IgE, mediatora, inflammatory mechanisms. J. Allergy
Clin. Immunol. 95. pp.962-969. Valenta, Duchéne, Pettenburger, et al. 1991 Identification of profilin
as a novel pollen allergen; IgE autoreactivity in sensitized individuals. Science. 253. pp.557-560. van
Ree, Fernandez Rivas, Cuevas, van Wijingaarden, & Aalberse. 1995 Pollen-related allergy to peach and
apple: An important role for profilin. J. Allergy Clin. Immunol. 95. pp.726-734. Vieths, Jankiewicz,
Wiitrich, & Baltes. 1995 Immunoblot study of IgE binding allergens in celery roots. Ann. Allergy Ast-
hma Immunol. 75. pp.48-55.], si bien se encuentran presentes en diferente concentracién segin el tipo de
materia prima de que se trate. Se ha encontrado que pacientes alérgicos a profilina constituyen el 20 %
de individuos alérgicos a polen [Valenta, Duchéne, Ebner, et al. 1992 Profilins constitute a novel family
of functional plant pan-allergens. J. Exp. Med. 175. pp.377-385.]. La disponibilidad de este panalérgeno
como una proteina recombinante permitiria la caracterizaciéon a nivel molecular las regiones implicadas
en las reacciones antigénicas, y su uso en diagnéstico y tratamiento de pacientes alérgicos.

El banco de datos SWISS-Prot contiene un gran niimero de secuencias que codifican para profilinas
procedentes de multiples organismos eucariotas, tanto superiores (hombre, pollo, toro, ... ), como inferio-
res (hongos, protozoos, nematodos, insectos, ... ). Entre las profilinas de plantas clonadas se encuentran
las de Betula verrucosa (abedul), llamada Bet v 1 [Valenta, Duchéne, Pettenburger, et al. 1991 Identi-
fication of profilin as a novel pollen allergen; IgE autoreactivity in sensitized individuals. Science. 253.
pp.557-560.]; Triticum aestivum (trigo), clonadas tres isoformas [Rihs, Rozynek, May Taube, Welticke,
& Baur. 1994 Polymerase chain reaction based cDNA cloning of wheat profilin: a potential plant aller-
gen. Int. Arch. Allergy Immunol. 105. pp.190-194.]; Phleum pratense [Valenta, Ball, Vrtala, Duchéne,
Kraft, & Scheiner. 1994 cDNA cloning and expression of timothy grass (Phleumn pratense) pollen profilin
in Escherichia coli: comparison with birch pollen profilin. Biochem. Biophys. Res. Commun. 199.
pp.106-118.]; Zea mays (maiz), clonadas tres isoformas [Staiger, Goodbody, Hussey, Valenta, Drobak, &
Lloyd. 1993 The profilin multigene family of maize: differential expression of three isoforms. Plant J.
4. pp.631-641.]; Phaseolus vulgaris (alubia) [Vidali, Pérez, Valdés, Noguez, Zamudio, & Sanchez. 1995
Purification, characterization, and cDNA cloning of profilin from Phaseolus vulgaris. Plant Physiol. 108.
pp.115-123.], Hordeum wvulgare, (cebada) (nimero de acceso a EMBL Data Bank: U49505), Cynodon
dactylon [Asturias, Arilla, Gémez Bayén, Martinez, Martinez, & Palacios. 1997a Cloning and high level
expression of Cynodon dactylon (Bermuda grass) pollen profilin (Cyn d 12) in Escherichia coli: purifica-
tion and characterization of the allergen. Clin. Experiment. Allergy. 27. pp.1307-1313.], Olea europea
(olivo) [Asturias, Arilla, Gémez Bay6n, Martinez, Martinez, & Palacios. 1997b Cloning and expression of
the panallergen profilin and the major allergen (Ole e 1) from olive tree pollen. J. Allergy Clin. Immunol.
100. pp.365-372.], Mercurialis annua [Vallverdu, Asturias, Arilla, et al. 1997 Characterization of recom-
binant Mercurialis annua major allergen Mer a 1 (profilin). J. Allergy Clin. Immunol.] y Helianthus
annuus (girasol).

En el presente estudio se han clonado por primera vez una secuencia, que codifica para la profilina de
Hevea brasilienia. Esta secuencia codifica para un polipéptido de 14.2 kDa, identificado como profilina
en base a: i) Gran similaridad con otras profilinas estudiadas. ii) Reactividad frente a sueros obtenidos
de conejos inmunizados con profilina purificada a homogeneidad de Helianthus annuus. iii) Capacidad de
unirse a poli-L-prolina. iv) Reactividad con IgE de sueros de pacientes alérgicos a profilinas. Igualmente
se presentan resultados sobre la reactividad cruzada de la profilina con alérgenos comunes relacionados y
no relacionados filogenéticamente.

Descripcién detallada de la invencion

La invencién esta relacionada con la clonacién de un alérgeno de Hevea brasilienis llamado profilina.
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1. Descripcion de las plantas utilizadas como materia prima

La clonacién de la profilina se ha realizado del material genético aislado de la hoja de la planta eu-
phorbiacea de porte arbéreo, Hevea brasilienis. De los canales laticiferos de esta planta, pertenciente a
la Familia Euphorbiaceae, Orden Euphorbiales, se obtiene la goma latex empleada para la produccién
del latex. Las hojas fueron obtenidas de la cepa RRIC 133 procedente del Instituto de Investigacion en
Goma de Sri Lanka (Rubber Research Institute of Sri Lanka).

2. Clonacion y secuenciacion de genes que codifican para profilinas

La clonacién de genes puede realizarse utilizando diversos métodos [Sambrook, Fritsch, & Maniatis.
1989 Molecular cloning: a laboratory manual. Anonymous Cold Spring Harbor Laboratoy.] : bibliotecas
de ADN gen6émico o ADN complementario, utilizando como vectores: plasmidos, fasmidos, bacteriéfagos
o c6smidos. También se puede utilizar la técnica de PCR (amplificacién en cadena de la ADN polime-
rasa) para clonar un gen del cual se conoce parte se su secuencia. De igual manera la deteccién de los
clones que portan el gen de interés puede realizarse de varias maneras: complementacién de mutantes
auxdétrofos, inmunodeteccién o actividad enzimaética de la proteina expresada, radiodeteccidon con sondas
de oligonucleétidos marcadas radiactivamente, o secuenciaciéon directa. En la presente invencién se han
conjugado los dos métodos més directos de ambas etapas: la clonaciéon mediante la amplificacién por
PCR de ADN complementario y la secuenciacién directa de los insertos clonados.

A partir de 100 mg de hojas, se aislé el ARN mensajero enriquecido en transcritos con poli(A+) uti-
lizando columnas de afinidad. Se sintetiz6 la primera cadena de ADN complementario a partir del ARN
mensajero aislado, utilizando transcriptasa reversa. El hibrido de ADN-ARN obtenido se utilizé6 como
molde para la amplificacién de los correspondientes genes de la profilina. En este proceso se utilizaron
como cebadores oligonucleétidos degenerados, obtenidos por comparacion de la secuencia de aminoacidos
de todas las profilinas vegetales descritas en el apartado de “estado de la técnica”. A estos cebadores
se les anadid en sus extremos secuencias de reconocimiento de diversas endonucleasas de restriccion. La
amplificacién por PCR se realizé a temperaturas de hibridacién de entre 42-56 °C y durante 30-35 ci-
clos. La reaccién se sometié a electroforesis en geles de agarosa (2%) y una banda de unos 400 pares
de bases (pb) fue aislada del gel y purificada. El ADN purificado se digirié con las endonucleasas de
restriccién EcoRI y HindIIl, y se ligd al vector pBluescript (Stratagene, La Jolla, CA), cortado con los
mismos enzimas. Células competentes de E. coli DH5a se transformaron con la mezcla de ligacién y los
transformantes se seleccionaron en placas de medio sélido LB con ampicilina, X-gal e IPTG. El ADN
plasmidico de los clones resistentes a ampicilina, y que tenian color blanco fue aislado, y caracterizado
mediante digestién con endonucleasas de restriccién. El ADN insertado, cuyo tamafio correspondia con
el esperado, fue secuenciado mediante el método de Sanger [Sanger, Nicklen, & Coulson. 1977 DNA
sequencing with chain-terminating inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sei. USA. 74. pp.5463-5467.] utili-
zando dideoxinucleétidos fluorescentes. El andlisis informatico de las secuencias demostré que todas las
secuencias codificaban para la profilina, y que existia una gran homologia con otras profilinas descritas.

3. Ezpresion de los genes clonados

Existe una gran diversidad de sistemas de expresién de proteinas heterélogas. En la presente invencién
se ha sobreexpresado el gen de la profilina para formar una proteina no fusionada utilizando el vector de
expresién pKN172 [Way, Pope, Gooch, Hawkins, & Weeds. 1990 Identification of a region in segment 1
of gelsolin critical for actin binding. EMBO J. 9. pp.4103-4109.]. La expresién en este pldsmido se basa
en la interaccién de la ARN polimerasa del fago T7 con un promotor especifico del mismo fago (promotor
del gen f10), que es colocado delante del fragmento que queremos expresar. La expresién de la ARN
polimerasa de T7, en la cepa de E. coli BL21 (DE3) [Studier & Moffatt. 1986 Use of bacteriophage T7
polymerase to direct selective high-level expression of cloned genes. J. Mol. Biol. 189. pp.113-130.], se
induce con IPTG, lo cual desencadena la expresion final del gen de interés. El IPTG se anadid, a con-
centraciones entre 0.6-1 mM, a un cultivo crecido en medio nutritivo (LB é TB) con ampicilina (100-200
mg/ml), a una densidad éptica a 600 nm. de entre 0.6-1. Esta adicién provoca la expresién del gen de
la profilina clonado detras del promotor del gen f10. El cultivo se recogié entre 3-6 horas después de la
induccién.

4. Purificacion de la profilina recombinante
El método de purificacién de la profilina se basa en la capacidad que ésta tiene para unirse a cadenas

de L-prolina. La purificacién se realiz6 en un sélo paso mediante cromatografia de afinidad en Sepharose-
poli-L-prolina, segin describe Lindberg [Lindberg, Schutt, Hellsten, Tjader, & Hult. 1988 The use of
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poly(L-proline)-Sepharose in the isolation of profilin and profilactin complexes. Biochim. Biophys. Acta.
967. pp.391-400.]. Esta resina es una agarosa comercial (Pharmacia Biotech) activada con bromuro de
cianégeno (CNBr) a la cual se une covalentemente poli-L-prolina. La profilina pegada especificamente a
esta resina, es eluida de la columna mediante 6 M urea, y dializada extensivamente. De esta forma se
obtiene) una profilina recombinante de gran pureza (>95%) y en grandes cantidades (10-50 mg/litro de
cultivo).

En resumen, esta invencién proporciona ADN recombinante que codifica para profilina de Hevea bra-
siliensis, arbol del cual se extrae el latex que sirve posteriormente para la manufacturacion de un gran
nimero de productos tanto de uso cotidiano como médico y tiene gran importancia en manifestaciones
alérgicas. Igualmente proporciona un sistema de expresién microbiano (E. coli) para la obtencién de
grandes cantidades de profilina. Esta expresién puede realizarse en otros sistemas microbianos (Pseu-
domonas, Bacillus) o eucariéticos (levaduras o células de insectos). La profilina producida es purificada
mediante un sélo paso de cromatografia de afinidad en Sepharose-poli-L-prolina. La profilina purificada
por este método no difiere en sus propiedades de unién a IgE de las profilinas naturales. La invencién
también describe métodos de diagndstico utilizando esta profilina recombinante.

Aplicaciones de la invencion

Los métodos de diagnéstico, tanto in vitro como in vivo, que actualmente se utilizan se basan en el uso
de extractos de alérgenos. Debido a la dificultad de obtener lotes reproducibles de extractos alergénicos,
y a que algunos alérgenos menores, como la profilina estdn poco representados o parcialmente degrada-
dos [Susani, Jertschin, Dolecek, et al. 1995 High level expression of birch pollen profilin (Bet v 2) in
Escherichia coli: purification and characterization of the recombinant allergen. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 215. pp.250-263.], es interesante el uso de preparaciones reproducibles de alérgenos puros ob-
tenidos mediante la tecnologia de ADN recombinante [Scheiner & Kraft. 1995 Basic and practical aspects
or recombinant allergens. Allergy. 50. pp.384-391.]. Actualmente se pueden realizar diagndsticos precisos
de ciertos tipos de alergias utilizando un nimero definido de alérgenos recombinantes. La caracterizacién
del patrén de reactividad de cada paciente puede conducir en un futuro préximo, al desarrollo de un tipo
de inmunoterapia més individualizada, y por ello eficiente. El alérgeno recombinante, profilina descrito
en esta invencién, permite el diagnéstico de alergias polinicas en las cuales se encuentra implicada la
profilina, que son aproximadamente un 20 % del total de alergias a polen [Valenta, Duchéne, Ebner, et al.
1992 Profilins constitute a novel family of functional plant pan-allergens. J. Exp. Med. 175. pp.377-385.].

Depdsito de la cepa

La cepa mas importante que se menciona en la presente solicitud ha sido depositada en la Coleccién
Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia, correspondiéndole el siguiente nimero
de orden: FEscherichia coli HhPROI, CECT 4994.

Breve explicacion de las figuras

Figura 1: Secuencia de ADNc del gen de la profilina de Hevea brasiliensis. La secuencia de aminoacidos
deducida se muestra debajo de la secuencia de ADN. La localizacién de los cebadores empleados en
la clonacién esta subrayado. El posible sitio de fosforilacién ha sido recuadrado.

Figura 2: Comparacion de la secuencia deducida de aminodacidos de la profilina de Hevea brasiliensis,
descrita en esta invencidn, con otras secuencias de profilinas de plantas.

Figura 3: Comparacion de las secuencias deducidas de aminoacidos de la profilina de Hevea brasiliensis,
descrita en esta invencion, con otras profilinas procedentes de organismos no vegetales. Los residuos
idénticos en >90 % de las secuencias han sido marcados con un asterisco. Los niimeros de acceso
a la EMBL Data Bank son: Humana I, J03191; Humana II, L10678; Acanthamoeba, M38038;
Sacaharomyces cerevisie, 122204 y Tetrahymena pyriformis, DO0813.

Figura 4: SDS-PAGE tenida con azul de Coomassie del proceso de purificacién de la profilina HbPRO1
de Hevea basiliensis. Carriles 1 y 2, lisado de E. coli BL21 (DE3) conteniendo pKN172 sin inserto
y con el inserto HbPRO1, respectivamente; carril 3, profilina recombinante purificada como elucién
de urea 6M de la columna de Sepharose-PLP; carril 4, fraccién no retenida en la columna de
Sepharose-PLP; carril 5, profilina natural purificada.

Figura 5: Inmunodetecciéon de profilina recombinante utilizando anticuerpos policlonales anti-profilina
de girasol. Carriles 1 y 2, lisado de E. coli BL21 (DE3) conteniendo pKN172 sin inserto y con el
inserto HbPRO1, respectivamente; carril 3, profilina recombinante purificada como elucién de urea
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6M de la columna de Sepharose-PLP; carril 4, fraccién no retenida en la columna de Sepharose-PLP;
carril 5, profilina natural purificada.

Figura 6: Actividad biolégica “in vivo” de las profilinas natural y recombinante de ldtex mediante
prueba cutdanea en PRICK.

Figura 7: Comparacién por inmunodeteccion de la reactividad de IgEs procedentes de suero de pacientes
alérgicos a ltex. Profilina recombinante de ldtex (HbPRO) se sometié a electroforesis y posterior-
mente se transfirié a membranas de PVDF, que se incubaron con sueros de pacientes alérgicos a
latex (carriles 1 a 11), pool de sueros de pacientes alérgicos a profilina de girasol (carril 12), anti-
suero de conejo antiprofilina (carril 13), pool de sueros de individuos sanos (14), y tampén (carril
15).

Modos de realizacién de la invencién
La invencién puede ser entendida a partir de los siguientes ejemplos.
1. Técnicas bdsicas de la tecnologia del ADN recombinante y bioquimica

Como muchas de las técnicas de ADN recombinante empleadas en esta invencién son utilizadas rutina-
riamente por personal cualificado en el tema, es mejor introducir una corta descripcién de estas técnicas
mas que describirlas cada vez que se utilicen. Excepto donde existe una indicacién especifica, todos
estos protocolos estdn descritos en la referencia Sambrook et al [Sambrook, Fritsch, & Maniatis. 1989
Molecular cloning: a laboratory manual. Anonymous Cold Spring Harbor Laboratoy.].

1.1. Aislamiento de pldsmidos para su secuenciacion

Protocolo modificado del descrito en Sambrook et al, paginas 1.21 a 1.41. Un cultivo de 15 ml de F.
coli, crecido en LB con ampicilina (100 mg/ml) durante 16 horas a 37°C, se recogi6 por centrifugacion.
Las células se resuspendieron en 1 ml TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8), y se incubé durante
5 minutos a temperatura ambiente. Se anadieron 2 ml de solucién de lisis (0.2 N NaOH, 1% SDS),
manteniéndose en hielo 5 min. Se anadieron 1.5 ml de acetato potésico 3 M pH 4.8, agitandose por
inversién, y se incub6 en hielo durante 5 minutos. Posteriormente se centrifugé durante 30 minutos a
4000 xg y 4°C. El sobrenadante se pasd a otro tubo al que se anadieron 9 ml de etanol, incubandose
durante 20 minutos. Se centrifugé en las mismas condiciones, y el precipitado se lavé con etanol al 70 %,
y se sec6. Este ADN se resuspendié en 200 ml de 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM EDTA y 100 mg/ml
de ARNasa y se siguié purificando segin el protocolo Wizard Plus Minipreps DNA Purification System
(Promega, Madison, WI). El ADN asf obtenido se resuspendié en 50-80 ml de agua destilada estéril, y se
guardé a -20 °C.

1.2. Corte con endonucleasas de restriccion

Una reaccién contiene tipicamente entre 50-500 pg/ml de ADN en el tampén de reaccién recomendado
por los fabricantes (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia; Boehringer-Mannhein, Mannhein, Alemania;
Promega). Se afiaden de 2 a 5 unidades de la endonucleasa de restriccién por cada Mg de ADN y la
reaccién se incuba de 1 a 3 horas a las temperaturas recomendadas por el fabricante. La reaccidn se
para calentando a 85°C durante 10 min, o por extraccién con fenol seguida de precipitacion de ADN con
etanol. Esta técnica estd descrita también en las paginas de 5.28 a 5.32 de la referencia Sambrook et al
[Sambrook, Fritsch, & Maniatis. 1989 Molecular cloning: a laboratory manual. Anonymous Cold Spring
Harbor Laboratoy.].

1.3. Electroforesis en geles de agarosa y purificacion de fragmentos de ADN de geles

La electroforesis en geles de agarosa se realizdé en un aparato horizontal, utilizando como tampdn
Trisborato, como se describe en las pdginas 6.3 a 6.15 de la referencia de Sambrook [Sambrook, Fritsch,
& Maniatis. 1989 Molecular cloning: a laboratory manual. Anonymous Cold Spring Harbor Laboratoy.].
Los fragmentos de ADN se tifieron utilizando 0.5 mg/ml de bromuro de etidio que se afiadi6 al gel. El
ADN se visualiz6 por iluminacién ultravioleta entre 300 y 310 nm. Para purificar fragmentos de ADN
de la agarosa se utilizé el kit de Geneclean (Biol01 Inc., La Jolla, CA) siguiendo las instrucciones del
fabricante.
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1.4. Ligacion de fragmentos de ADN

Para la ligacién de fragmentos de ADN con extremos cohesivos complementarios, 100 ng de cada uno
de los fragmentos se incubaron en un volumen de reacciéon de 10 a 20 ml conteniendo unas 0.5 unidades
de T4 ADN ligasa (BioLine, London, UK) en el tampén recomendado por el fabricante. La incubacién
se llev6 a cabo durante 15 horas a 12-15 °C, o 7 horas a 20°C.

1.5. Transformacion de E. coli con ADN

Las cepas de E. coli DH5a o BL21 (DE3) fueron utilizadas en la mayorfa de los experimentos. El
ADN fue introducido mediante el protocolo del cloruro célcico, como se describe en Sambrook [Sambrook,
Fritsch, & Maniatis. 1989 Molecular cloning: a laboratory manual. Anonymous Cold Spring Harbor La-
boratoy.], pdginas de 1.76 a 1.84, o mediante el método del cloruro de rubidio, como describe Hanahan
[Hanahan. 1983 Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids. J. Mol. Biol. 166. pp.557-
580.]. La seleccién se realizé en LB sélido con ampicilina (100 mg/ml) y cuando fue necesario se afiadieron
a cada placa de Petri: 40 ml de X-gal (20 mg/ml en dimetilformamida), y 4 ml de IPTG (200 mg/ml).

1.6. Muestreo de plasmidos en E. coli

Después de la transformacion, las colonias resultantes de E. coli fueron estudiadas para detectar la
presencia de los pldasmidos deseados mediante un protocolo rapido de aislamiento de plasmidos. Este
protocolo esta descrito en las péginas 1.25 a 1.28 de la referencia de Sambrook [Sambrook, Fritsch, &
Maniatis. 1989 Molecular cloning: a laboratory manual. Anonymous Cold Spring Harbor Laboratoy.].

1.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Se siguié basicamente la técnica descrita por Laemmli [Laemmli. 1970 Cleavage of structural pro-
teins during the assambly of the head of bacteriophage T4. Nature. 277. pp.680-685.], utilizando un
aparato de electroforesis MINI-PROTEAN (Bio-Rad, Hercules, CA). Los geles, de 10 x 10 cm y con una
concentracién de poliacrilamida del 12.5 o 15 %, se sometieron a una corriente de 200 voltios durante 45
minutos en tampén Tris-Glicina. Las proteinas utilizadas como patrones fueron las del kit BioRad para
bajos pesos moleculares. El calculo de los pesos moleculares y los anélisis densitométricos de los geles se
realiz6 utilizando un analizador de imagen (Bio-Image, Millipore Corp, Bedford, MA).

1.8. Andlisis por inmunotransferencia

Se realizé por el método de Shen y cols. con modificaciones [Shen, Choo, Lee, et al. 1991 The
40-kilodalton allergen of Candida albicans is an alcohol dehydrogenase: molecular cloning and immuno-
logical analysis using monoclonal antibodies. Clin. Experiment. Allergy. 21. pp.675-681.]. Las proteinas
separadas en SDS-PAGE fueron electro-transferidas a filtros de nylon. El filtro es incubado con un
agente bloqueante (como puede ser leche desnatada al 5% en PBS: al cual llamaremos a partir de ahora
leche/PBS). El filtro es entonces incubado con los anticuerpos de interés durante varias horas (estos anti-
cuerpos podrin provenir de pacientes o de animales inmunizados). Posteriormente, el filtro se lava varias
veces con leche/PBS, y se incuba con un segundo anticuerpo comercial, al cual esta acoplada una enzima
(por ejemplo peroxidasa). Este anticuerpo comercial serd anti-IgG, en el caso que hayamos utilizado un
animal inmunizado, o antilgE, si el suero proviene de humanos. El filtro es nuevamente lavado en PBS,
y teniido con 4-cloro-1-naftol al 0.06 % en PBS con H202 al 0.01 %, a temperatura ambiente durante 30
min. La reaccién es parada con agua destilada.

1.9. Preparacion del extracto de ldtex

El materia utilizado como materia prima fue latex comercial poco amoniacado. El material se con-
geld y posteriormente fue homogeneizado con una trituradora. Las proteinas fueron extraidas mediante
agitacién en PBS pH 7.3 a 37 °C durante 10 horas. Las proteinas solubilizadas fueron separadas de la
fraccién gomosa mediante filtracién a través de filtros de vidrio, dializadas (10 kDa cut-off) y liofilizadas.

1.10. Preparacion de la columna de Sepharosa poli-L-prolina

El primer paso en la purificaciéon de la profilina se realizé6 mediante cromatografia de afinidad en la
columna de Sepharosa activada con CNBr y acoplada a PLP, de acuerdo con Lindberg et al. [Lindberg,
Schutt, Hellsten, Tjader, & Hult. 1988 The use of poly(L-proline)-Sepharose in the isolation of profilin
and profilactin complexes. Biochim. Biophys. Acta. 967. pp.391-400.]. Este método, en resumen,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 151 382 B1

consiste en humedecer 2 g de Sepharose 4B activada con CNBr (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden)
en 100 ml de HC1 1mM durante 15 minutos. A continuacién, la resina fue lavada a través de un embudo
filtrante (porosidad G3) al que se afiadié cuatro veces consecutivas 100 ml de HCl 1mM. El gel resultante
(unos 7 ml) fue resuspendido en el tampén (KHCOs3, 0.1M, pH 8.3, KCI 0.5 M); después, se disolvieron
30 mg de Poly-L-proline (PLP, Mr 5000, INC Biochemicals, Aurora, Oh. USA) en 2 ml de agua destilada
durante 12 h. El material no soluble fue eliminado y el sobrenadante anadido a la resina suspendida
en el tampdn de acoplamiento. La mezcla se dejé a temperatura ambiente durante 2 h. El bloqueo de
los grupos activos se realizé filtrando la resina y resuspendiéndola en 10 ml de Glicina 0.5 M, pH 8.5.
Seguidamente se procedié al lavado del exceso de ligando con tampdn de acetato 0.1 M, pH 4.0 y PBS
pH 8.3 ambos conteniendo NaCl 0.5 M. El exceso de agente bloqueante se eliminé por lavado con PBS.
Con el conjugado de PLP-Sepharose obtenido se monté una columna de 1x 24 cm equilibrada con PBS.

2. Ejemplos relacionados especificamente con la invencion

2.1. Aislamiento de ADN poli (A+) de polen

Se aislé el ARN poli (A+) de 100 mg de hojas de Hevea brasillensis, previamente machacadas en
presencia de nitrégeno liquido, siguiendo el protocolo descrito en Quick Prep Micro mRNA Purification
kit (Pharmacia Biotech). El ARN purificado se resuspendié en 400 ml de agua destilada tratada con die-
tilpirocarbonato, y se determiné su concentracién a 260 nm. A partir de 100 mg de hojas se obtuvieron
unos 4 ug de ARN, que se guardaron a -20°C precipitados con etanol. Este ARN poli (A+) fue utilizado
para realizar la sintesis de la primera cadena de ADN complementario, como se expone en apartado
siguiente.

2.2. Sintesis de la primera cadena de ADN complementario

Un pug de ARN poli (A+) obtenido segiin el apartado siguiente, fue sedimentado por centrifugacién
a 4°C a 14000 xg durante 30 min. El sobrenadante se lavd con etanol al 70 %, se secd y se resuspendié
en 20 pl de agua destilada tratada con dietilpirocarbonato. La solucién se calenté a 60°C durante 10
min y luego se enfrié en hielo. Posteriormente, se siguié el protocolo descrito en FirstStrand cDNA Sy-
nthesis Kit (Pharmacia Biotech), salvo que la incubacién con la transcriptasa reversa se realizé durante
70 minutos. El cebador utilizado fue la mezcla al azar de hexadeoxinucle6tidos, llamado pd(N6)primer
(Pharmacia Biotech). Una vez acabada la reaccién, la mezcla se calenté a 90°C durante 5 minutos y se
enfri6 en hielo, almaceniandose posteriormente a -20°C hasta que fue utilizada para la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) como se explica en el apartado siguiente.

2.3. Amplificacion del gen de profilina por PCR

Los cebadores utilizados de la PCR. fueron obtenidos de comparar diversas secuencias de profilinas de
plantas, y teniendo en cuenta la degeneracién del cédigo genético:

* PROEXF (extremo 5’ del gen):
AGAGAATTCCATATGTCGTGGCA(A/G)(A/G)CGTACGT

* PROEXR (extremo 3’ del gen):
AGAAAGCTT(C/T)TACA(G/T)GCC(C/T)TGTTC(G/A/T)A(G/T/C)GAGGTAGTCACC
GAGCC

Los cebadores se componen de la zona de hibridacién (subrayada), de varios sitios de corte para las
endonucleasas de restriccién, EcoRI, HindIII y Ndel, (en negrita), y de unos nucleétidos de anclaje. Todos
los nucleétidos entre paréntesis estan en proporciones equimoleculares en esa determinanda posicidn.

La reaccion de amplificacién por PCR del gen de la profilina tenia los siguientes componentes en un
volumen de reacciéon de 50 pl: tampodn de amplificacion x10, 5 pl; 200 mM de dNTPs; 100 pmoles de
cada oligonucleétido cebador degenerado; 2,5 unidades de Taq polimerasa (Bioline, London, UK); 5 ul
reaccién de ADN complementario obtenido segin el ejemplo II y agua destilada estéril hasta 50 ul. La
reaccién de amplificacién se llevé a cabo en un termociclador RoboCycler (Stratagene) en las siguientes
condiciones: 4 min a 94 °C, seguido de 5 ciclos compuestos de 1 min a 94 °C, 2 min a 42 °C y 2 min a
72 °C. Posteriormente, se realizaron otros 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 2 min a 56 °C y 2 min a 72 °C
de amplificacién. Se concluy6 con una extension de 6 minutos a 72 °C. El producto de la reaccién fue
sometido a electroforesis en geles de agarosa (2 %). La banda de 400 pb que correspondia a la profilina fue
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aislada del gel por Geneclean (Biol01, La Jolla, CA), utilizando el protocolo descrito por el fabricante.
2.4. Clonacion del gen de profilina en pBluescript

El fragmento aislado fue digerido con HindIIl, y posteriormente con EcoRI, y las endonucleasas de
restriccion se inactivaron por calor. Estos fragmentos se ligaron al vector pBluescript digerido con las
mismas enzimas. La mezcla de ligacién se utilizé para transformar transformar células competentes de
E. coli DHba. La seleccién se realizé realizdé en medio LB con ampicilina, X-Gal e IPTG, como se des-
cribe en Sambrook y col [Sambrook, Fritsch, & Maniatis. 1989 Molecular cloning: a laboratory manual.
Anonymous Cold Spring Harbor Laboratoy.]. Las colonias resultantes, que en este medio presentaban un
color blanco, fueron crecidas para aislar su ADN plasmidico, el cual fue digerido simultdneamente con
EcoRI-HindIII, y Ndel-HindIII. Los clones que, en ambos casos, liberaban un fragmento de 400 pb fueron
seleccionados para su posterior anélisis.

2.5. Secuenciacion del gen de profilina

La secuenciacién del ADN insertado el pBluescript se realizé basdndose en el método de Sanger [Ha-
nahan. 1983 Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids. J. Mol. Biol. 166. pp.557-580.]
modificado para ser utilizado con dideoxinucledtidos fluorescentes y amplificaciéon en termociclador. El
ADN a secuenciar se preparo de la siguiente forma: cultivos de E. coli DH5a, conteniendo los plasmidos
de interés fueron crecidos en 15 ml de LB suplementado con 100 mg/ml de ampicilina, durante 16 horas,
a 37 °C y con agitacién. El ADN se aislé por el método descrito en el apartado A). Las reacciones
de secuenciacién se realizaron mezclando 700-1000 ng de molde, 25 pmoles del cebador y los reactivos
indicados en el kit de secuenciacién (PRISM Ready Reaction DyeDeoxy Termination Cycle Sequencing
Kit, Perkin Elmer) siguiéndose las instrucciones del fabricante. Todos los fragmentos fueron secuenciados
en las dos direcciones, utilizando cebadores comerciales (M13 -20 primer o reverse primer) o cebadores
especificos.

El inserto de ADN complementario de Hevea brasillensis tenia 396 pares de bases y codificaba para
un polipéptido de 131 aminodcidos que fue llamado HbPRO1 (Fig. 1).

2.6 Andlisis de las secuencias

El inserto de ADN complementario codifica para una proteina con una masa molecular tedrica de
14194 Da y un punto isoeléctrico de 4.66. No se encontraron posibles sitios de glicosilacién (NxT/S),
pero se localizé un posible sitio de fosforilacién por una protein quinasa (S/TxR/K) en el residuo 93.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con otras profilinas existentes en el banco de datos
(ENBL Data Bank y SWISS-Prot) utilizando el paquete informético GCG (Universidad de Wisconsin
Genetics Computer Gropp) y el programa BLASTE[Altschul, Madden, Schaffer, et al. 1997 Gapped
BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs. Nucleic Acids Res.
23. pp.3389-3402.]. Cuando se compararon con otras profilinas vegetales (maiz, cebada, alubia, hierba
timotea, abedul, y tabaco) [Staiger, Goodbody, Hussey, Valenta, Drobak, & Lloyd. 1993 The profilin
multigene family of maize: differential expression of three isoforms. Plant J. 4. pp.631-641. Mittermann,
Swoboda, Pierson, et al. 1995 Molecular cloning and characterization of profilin from tobacco (Nicotiana
tabacum): increased profilin expression during pollen maturation. Plant Mol. Biol. 27. pp.137-146. Vi-
dali, Pérez, Valdés, Noguez, Zamudio, & Sanchez. 1995 Purification, characterization, and cDNA cloning
of profilin from Phaseolus vulgaris. Plant Physiol. 108. pp.115-123. Valenta, Duchéne, Pettenburger, et
al. 1991 Identification of profilin as a novel pollen allergen; IgE autoreactivity in sensitized individuals.
Science. 253. pp.557-560. Valenta, Ball, Vrtala, Duch8ne, Kraft, & Scheiner. 1994 ¢cDNA cloning and
expression of timothy grass (Phleum pratense) pollen profilin in Escherichia coli: comparison with birch
pollen profilin. Biochem. Biophys. Res. Commun. 199. pp.106-118. Rihs, Rozynek, May Taube,
Welticke, & Baur. 1994 Polymerase chain reaction based cDNA cloning of wheat, profilin: a potential
plant allergen. Int. Arch. Allergy Immunol. 105. pp.190-194.] se encontré una gran homologia entre
ellas (Fig. 2). La mayor homologia se encontré con la profilina de Phaseolus vulgaris (83 % aminoédcidos
idénticos) y maiz (81 %), y la més baja homologia con la profilina-4 de Arabidopsis thalinana, con un 72 %
de amindcidos idénticos. Por el contrario, cuando se compar6 un grupo de profilinas vegetales con otras
profilinas eucariétas de animales (hombre, toro), levaduras o protistas se encontré una menor homologfa.
Asi por ejemplo, la profilina HbPRO1 de Hevea brasillensis tenfa una identidad del 44 % con la de hongos
deslizantes como Distyostelium discoideum; del 43% con la de insectos (Drosophila melanogaster); del
34 % con la de levaduras (Candida albicans); y del 40 % con la de protistas como Acanthamoeba castella-
nii. La identidad con la profilina I humana fue del 30 %. Se puede observar en la figura 3 las diferencias
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entre un gran numero de profilinas de diferentes origenes. Por el contrario, debido a que comparten una
funcién similar, se pueden encontrar unas regiones donde existen un gran nimero de residuos conservados
(marcados en la figura).

2.7 Subclonacion del gen de profilina en el vector de expresion pKN172

Los vectores recombinantes (2 mg) derivados del pBluescript fueron digeridos con las endonucleasas
de restriccion HindIII y Ndel. El fragmento de 400 pb, que contenia el gen de profilina, fue separado por
electroforesis en gel de agarosa y aislado del gel. Este fragmento fue ligado al vector de expresiéon pKN172,
digerido con las mismas enzimas. La mezcla de ligacion se utilizé para transformar células competentes
de E. coli DH5a. Las colonias que portaban los pldmidos recombinantes fueron seleccionadas mediante
una PCR analitica, en la cual se utiliz6 como molde una cantidad miniscula de la colonia. El ADN
plasmidico de los clones positivos se analizé mediante endonucleasas de restriccién, seleccionandose un
clon que tuviera el fragmento deseado. Este plasmido se utilizd para transformar la cepa utilizada en la
expresién E. coli BL21 (DE3) [Studier & Moffatt. 1986 Use of bacteriophage T7 polymerase to direct
selective high-level expression of cloned genes. J. Mol. Biol. 189. pp.113-130.]. Esta cepa tiene en su
cromosoma un lisogeno del fago 1 conteniendo el gen de la ARN polimerasa del fago T'7 bajo el control
del promotor lacUV. La seleccién y crecimiento de esta cepa se realizé rutinariamente en placas de LB
conteniendo 200 mg/ml de ampicilina.

2.8. Expresion de la profilina en E. coli

E. coli BL21 (DE3) conteniendo el pldsmido con el inserto que codificaba para la profilina HbPRO1
de Hevea brasiliensis, se crecié en LB con 200 mg/ml de ampicilina a 37 °C con agitacién. A las 16 horas,
se diluyé el cultivo hasta una densidad 6ptica de 0.3-0.4. Cuando el cultivo alcanzé una densidad éptica
de 0.6, se afiadié 0.6 mM de IPTG. A las 3 horas de induccidn, el cultivo se recogié por centrifugacién a
4000 xg durante 5 minutos, y el sedimento, después de pesado, se congel6 a -20 °C. Las células se resus-
pendieron en 1/10 del volumen original, utilizando 50 mM Tris-HCI, pH 7.5 y NaCl 100 mM. Alicuotas
de las muestras, conteniendo aproximadamente 20 mg de proteina, se analizaron en SDS-PAGE 12.5%.
se detecté una banda, por tincién de Coomassie, de unos 14 kDa, que estaba mucho més intensa que en
el control de pKN172 sin inserto. La banda, cuantificada por densitometria, constituia mds del 60 % de
proteina total.

2.9. Purificacion de la profilina recombinante

Las células, procedentes de la expresién descrita en el apartado anterior se sonicaron en hielo durante
2 minutos, en intervalos de 20 segundos. El extracto obtenido se clarificé por centrifugacién a 14000
rpm durante 30 minutos. El sobrenadante, conteniendo la profilina expresada, se distribuyé en alicuotas
conteniendo 15-20 mg de proteina, que se aplicaron a una columna de 1 x 7 cm de Sepharose-poli-(L)-
prolina. La columna fue lavada con 7 volumenes de tampén PBS, 3 volimenes de 2 M urea en PBS, y
finalmente la proteina retenida fue eluida con 6 M urea en PBS. Las fracciones que contenian proteina
fueron mezcladas y dializadas durante 16 horas frente a agua destilada. La muestra dializada fue liofi-
lizada, y resuspendida en 10 mM Tris-HCl, pH 7. 5 (Fig. 4). La migracién de la profilina recombinate
es levemente diferente de la observada para la profilina natural debido probablemente a los drésticos
procesos quimicos a que es sometida la goma latex después de su extracciéon. La produccion final fue de
17,6 mg de profilina purificada por cada litro de cultivo bacteriano.

2.10. Deteccion de la profilina recombinante con antisueros de conejo frente a porfilina de Helianthus
annuus

Se corrieron en SDS-PAGE 12.5%, diferentes muestras procedentes de los distintos pasos de la ex-
presion y purificacion de profilina, y se transfirieron a membrana de PVDF. Las tiras de nitrocelulosa,
conteniendo las proteinas transferidas, se incubaron con diluciones 1:3000 de suero de conejos inmuni-
zados con profilina purificada de polen de girasol. Después de los lavados, se incubaron con diluciones
1:2000 del anticuerpo conjugado a la enzima peroxidasa. Como se muestra en la figura 5, se detecté una
banda de reaccién mayoritaria a 14 kDa, y otra bandas de menor intensidad en torno a 30 kDa, que
podria ser debida a la formacién de dimeros de profilina, como describe Babich et al. [Babich, Foti, Sy-
kaluk, & Clark. 1996 Profilin forms tetramers that bind to G-actin. Biochem. Biophys. Res. Commun.
218. pp.125-131.]. Otras bandas de menor intensidad, que se aprecian sélo en los extractos de E. coli,
podrian deberse a reacciones inexpecificas ya que también se observan en el control sin inserto. La figuta
5 muestra la gran efectividad de la columna de Sepharosa-poli-L-prolina, ya que solo un Sik de la profilina
aparece en la fracciéon no retenida.
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2.11. Purificacion y caracterizacion de la profilina natural de Hevea brasiliensis

El aislamiento de profilina de latex mediante cromatografia de afinidad en columna de Sepharosa-PLP
(seccién 1.10) resulté altamente efectivo, segin se pudo evaluar mediante SDS-PAGE (Fig. 4), ya que
tan solo se observaron unas tenues bandas contaminantes. Por el contrario, el rendimiento de la puri-
ficacién fue sélo del 1.6 %, porcentaje inferior a otros rendimientos descritos para profilinas de pdlenes
[Asturias, Arilla, Gémez Bayén, Martinez, Martinez, & Palacios. 1997b Cloning and expression of the
panallergen profilin and the major allergen (Ole e 1) from olive tree pollen. J. Allergy Clin. Immunol.
100. pp.365-372. Asturias, Arilla, Gémez Bayén, Martinez, Martinez, & Palacios. 1997b Cloning and
high level expression of Cynodon dactylon (Bermuda grass) pollen profilin (Cyn d 12) in Escherichia coli:
purification and characterization of the allergen. Clin. Experiment. Allergy. 27. pp.1307-1313.]. Esto
indicaria que la cantidad de profilina presente en el extracto de latex es muy pequena, como ya ha sido
sugerido por otros autores [Vallier, Balland, Harf, Valenta, & Deviller. 1995 Identification of profilin as
an IgE-binding component in latex from Hevea brasiliensis: Clinical implications. Clin. Experiment.
Allergy. 25. pp.332-339.].

2.12. Reactividad de la profilina recombinante de ldtex en prueba cutdinea (PRICK)

La reactividad “in vivo” de la profilina recombinante se estudié mediante pruebas de diagnéstico
cutaneas en PRICK. Se prepararon diferentes concentraciones de profilinas de latex naturales y recombi-
nantes purificadas en solucién salina conteniendo glicerol al 50 % y fenol al 0,25 %. Como control negativo
se utiliz6 el mismo diluyente, y como control positivo histamina al 10%. Las pruebas se realizaron co-
locando unos 30 ml de solucién en el antebrazo de paciente alérgicos a latex, y pinchando levemente la
epidermis con una lanceta. Después de 15 minutos, se midi6 el contorno de la papula producida. Una
representacion del tamano de las papulas se muestra en la Tabla I y en la fig. 6. En todos los casos, la
profilina natural da una senial en prueba cutdnea mayor que la recombinante. Como se puede observar
en la figura 6, (Representacién gréfica del drea de la papula en mm? frente al Log Concentracién de
alergeno en mg/ml. Con un M se representa la profilina natural y con o la profilina recombinante) ambas
preparaciones son reactivas “in vivo”, si bien la forma recombinante lo es en menor medida.

TABLA 1
Rast a profilina de ldtex

Paciente Profilina natural Histamina Profilina recombinante Histamina
0,25 mg/ml| 0,05 mg/ml | 0,025 mg/ml 1 mg/ml | 0,1 mg/ml| 0,01 mg/ml

1 82,8 86,0 34,0 79,3 46,2 7,0 - 53,2

2 89,0 40,4 27,2 47,0 26,9 2,8 - 108,6

3 93,6 75,0 50,0 54,0 73,1 44,6 22,6 78,5

4 86,8 61,9 20,7 90,9 41,9 16,7 17,7 21,0

5. 24,5 26,4 19,0 42,5 16,7 8,1 - 62,9

6. 31,7 19,9 16,7 38,2 26,3 5,9 - 32,8

7 141,7 48,9 11,6 58,0 62,4 4,3 4,8 50,5

8 51,6 48,2 27,7 36,9 32,3 18,8 13,4 34,4

9 68,8 51,4 21,8 31,5 33,3 18,3 15,6 42,5

10 32,8 24,2 - 78,5 53,8 12,4 - 107,5

11 43,0 36,8 7,5 - 17,7 - - 82,8

12 123,4 33,4 18,0 35,0 82,3 31,7 20,4 29,0

13 107,0 74,5 - 69,0 58,1 50,5 12,4 28,0
Media + es| 75,1£10,2 | 48,2+5,8 23,1+3,5 55,1+5,8 | 43,9+5,8| 18,4+4,6 15,3+2,2 | 56,3+8,3

2.13. Deteccion de la profilina recombinante con anticuerpos IgE procedentes de pacientes atopicos

Se migré en SDS-PAGE la profilina HbPRO1 recombinante, y después de ser transferidas a membranas
se incubaron con sueros de pacientes alérgicos a latex. La profilina recombinante de latex era reconocida
por siete de los once sueros, como se puede observar en la fig. 7. Esto indicaria que HbPRO1 tiene
capacidad de unir IgE procedentes del suero de pacientes que dieron positivo en la prueba de PRICK.
El hecho de que no todos los pacientes con PRICK positivo, den reactividad en immunoblotting con la
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profilina recombinante es habitual, ya que la sensibilidad “in vivo”, siempre es mayor que “in vitro”;
ademds pueden existir algunos pacientes que sélo posean anticuerpos contra epitopos conformacionales,
que quedan destruidos en el tratamiento con SDS y 2-mercaptoetanol que se realiza en la electroforesis
desnaturalizante.

3. Métodos de administracion

La presente invencién cubre el uso de la profilina de las plantas descritas o péptidos sintéticos deriva-
dos de ella para tratamientos de insensibilizaciéon en mamiferos. El método de insensibilizacién implica
la administracién repetida por vias parenteral (subcuténea, intravenosa o intramuscular), oral, nasal o
rectal del alérgeno en cuestién. Estos (poli)péptidos pueden administrarse tanto sélos como en combi-
nacién con otros diluyentes, de acuerdo con la legislacién vigente y los procedimientos galénicos al uso.
Un rango desde 1 picogramo a 10 miligramos por aplicaciéon puede ser usado.
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Lista de secuencias

<110>

<120>

<140>

<141>
<160>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

atg tcg

Met Ser

gag ggc
Glu Gly

agc gtc
Ser Val

D. RICARDO PALACIOS PELAEZ, D. JORGE MARTINEZ QUESADA., D. AL-
BERTO MARTINEZ GARATE Y D. JUAN ANDRES ASTURIAS ORTEGA

ADN RECOMBINANTE QUE CODIFICA PARA EPITOPOS DEL ALERGENO PRO-
FILINA DE HEVEA BRASILIENSIS UTIL PARA EL DIAGNOSTICO Y TRATA-
MIENTO DE ALERGIA A LATEX

P-9800536,7

12-3-98/2
SEQ ID NO:1

1
396 NUCLEOTIDOS
DNA

Hevea brasiliensis

tgg cag acg tac gtg gat gag cgt ctt atg tgc gaa afc 45
Trp Gln Thr Tyr Val Asp Glu Arg Leu Met Cys Glu Ile

aat cat ctc act gct gca gcc atc atc ggc caa gac ggc 90
Asn His Leu Thr Ala Ala Ala Ile Ile Gly Gln Asp Gly
20 25 30

tgg gcc cag agc tcc aac ttc cct cag ttc aag tct gaa 135
Trp Ala Gln Ser Ser Asn Phe Pro Gln Phe Lys Ser Glu
35 40 45
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gaa atc act gcc att atg agt gac ttt gac gaa

Glu Ile Thr Ala Ile Met Ser Asp Phe Asp

50

gct cca act ggt ttg
Ala Pro Thr Gly Leu

65

caa gga gag gca gga
Gln Gly Glu Ala Gly
80

ggt gtt act gtt agg
Gly Val Thr Val Arg
95

tat gat gag cca atg
Tyr Asp Glu Pro Met
110

agg ctc ggt gac tac
Arg Leu Gly Asp Tyr
125

55

cac ctg ggt ggc aca

His Leu Gly Gly Thr

gct gtc

Ala Val

aag aca

Lys

act

Thr

ctc

Leu

Thr

CCa

Pro

cta

Leu

att
Ile

aat

Asn

999
Gly

gaa

Glu

cgg
Arg

cag

Gln

cag

Gln

caa

Gln

70

999

85

gcc
Ala
100

tgc

Cys
115

ggc
Gly
130

cct

gga aca

Glu Pro Gly Thr

daaa

Lys

aag

Lys

cta

Leu

aac

Asn

atg
Met

tac

Tyr

aag

Lys

ata

Ile

atg
Met

taa

atg gtg
Met Val

gga cct
Gly Pro

att ggt
Ile Gly

att gtt
Ile Val

396

cta
Leu

60

atc

Ile

75

ggt

90

atc

Ile-
105

180

225

270

315

<110> D. RICARDO PALACIOS PELAEZ, D. JORGE MARTINEZ QUESADA, D. AL-
BERTO MARTINEZ GARATE Y D. JUAN ANDRES ASTURIAS ORTEGA
<120> ADN RECOMBINANTE QUE CODIFICA PARA EPITOPOS DEL ALERGENO PRO-
FILINA DE HEVEA BRASILIENSIS UTIL PARA EL DIAGNOSTICO Y TRATA-
MIENTO DE ALERGIA A LATEX

<140> P-9800536/7
<141> 12-3-98/2
<160> SEQ ID NO:2
<210> 2
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<211> 131 AMINOACIDOS

<212> PRT

<213> Hevea brasiliensis

<400>

Met Ser Trp Gln

1

Glu Gly Asn His

Ser Val Trp Ala

Glu Ile Thr Ala

Ala Pro Thr Gly

Gln Gly Glu Ala

Gly val Thr Val

Tyr Asp Glu Pro

Arg Leu Gly Asp

Thr

Leu

20

Gln
35

Ile
50

Leu

65

Gly
80

Arg
95

Met
110

Tyr
125

ES 2 151 382

Tyr Val Asp Glu

Thr Ala Ala Ala

Ser Ser Asn Phe

Met Ser Asp Phe

B1

Arg
10

Ile
25

Pro

40

Asp
55

His Leu Gly Gly Thr

Ala Val Ile Arg

Lys Thr Asn Gln

Thr Pro Gly Gln

Leu Leu Glu Gln

16

70

85

Ala
100

Cys
115

Gly
130

Leu

Ile

Gln

Glu

Lys

Met

Gly

Phe

Pro

Tyr

Cys Glu Ile
15

Gln Asp Gily
30

Lys Ser Glu
45

Gly Thr Leu
60

Met Val Ile
75

Lys Lys Gly Pro Gly

90

Leu Ile Ile Gly Ile

105

Asn Met Ile Val Glu

Met

120
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REIVINDICACIONES

1. Molécula de ADN recombinante caracterizada porque codifica para un polipéptido que tiene al
menos un epitopo del alérgeno profilina, de la planta del 1dtex (Hevea brasiliensia).

2. Molécula de ADN recombinante segin la reivindicacién 1, caracterizada por ser un fragmento de
396 nucle6tidos de ADNc proveniente de ARNm de Hevea brasiliensis con la SEQ ID NO:1.

3. Molécula polipeptidica de alérgeno profilinico recombinante 1til para el diagndstico y tratamiento
convencional de alergias al latex, caracterizada porque contiene al menos un epitopo del alérgeno pro-
filina de la planta del litex (Hevea brasiliensis).

4. Molécula polipeptidica recombinante, segin la reivindicaciéon 3, caracterizada por ser un frag-
mento de 131 aminodacidos proveniente de la SEQ ID NO:1.

5. Un vehiculo microbiano de expresién en un organismo hospedador transformado que sea autorrepli-
cable y sirva para expresar el ADN de las reivindicaciones 1 y 2 para producir los polipéptidos indicados
en las reivindicaciones 3 y 4.

6. Un organismo hospedador tanto eucariota como procariota transformado con el vehiculo de
expresion capaz, en dicho organismo, de autorreplicarse y que sirva para expresar el ADN de las reivin-
dicaciones 1 y 2, para producir los polipéptidos indicados en las reivindicaciones 3 y 4.

7. Un organismo hospedador segun la reivindicacién 6, que puede ser Escherichia coli.

8. Un método para producir un polipéptido que contenga al menos un epitopo del alérgeno profilinico,
que implique el cultivo del organismo hospedador contiendo el vehiculo de expresién microbiano, que en
el organismo mencionado se autorreplique y sirva para expresar el ADN de las reivindicaciones 1 y 2.

9. Un preparado que contenga un polipéptido, con al menos un epitopo del alérgeno profilinico men-
cionado y producido por el método segin la reivindicacion 8.

10. Un preparado que contenga un polipéptido, con al menos un epitopo del alérgeno profilinico
mencionado y producido por sintesis quimica segun la secuencia SEQ ID NO: 2.

11. Aplicacién de las moléculas recombinantes de las reivindicaciones 1 a 4 para el diagnéstico in
vitro o de alergias.

12. Aplicacién de las moléculas recombinantes de las reivindicaciones 1 a 4 para la produccién de
vacunas destinadas al tratamiento convencional de alergias.

13. Aplicacién de las moléculas recombinantes de las reivindicaciones 1 a 4, para la produccién de
péptidos que constituyen epitopos de células T capaces de actuar como vacunas con actividad anergizante
(supresora de la respuesta Th2).

14. Aplicacién de las moléculas recombinantes de las reivindicaciones 1 a 4 para la produccién de

isoformas recombinantes mutantes que no den lugar a fijacién de IgE para el tratamiento de alergias con
reducida capacidad de produccién de efectos adversos.
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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