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Villalba D́ıaz, Maŕıa Teresa
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k57 Resumen:
Producción del alergeno recombinante de “Cheno-
podium album” Che a 1, y sistema de aislamiento y
purificación.
La invención consiste en la producción de la protéına
Che a 1, mediante tecnoloǵıa recombinante en la
levadura “Pichia pastoris”, que implica el uso de
la secuencia nucleot́ıdica caracterizada por SEQ ID
NO:1 ó de otras secuencias nucleot́ıdicas obtenidas
por mutagénesis de la secuencia SEQ ID NO: 1. Para
ello se ha aislado a partir de polen de “Chenopodium
album”, purificado y caracterizado un alergeno prin-
cipal que es reconocido por más del 60 % de los pa-
cientes alérgicos a esta fuente biológica. Asimismo
se ha clonado y expresado el DNA recombinante que
codifica el alergeno Che a 1 de polen de ceñigo (Che-
nopodium album). Este alergeno tiene homoloǵıa
con protéınas de abedul y ballico. La protéına recom-
binante producida en la levadura (Pichia pastoris)
se áısla con gran rendimiento, está correctamente
plegada y exhibe propiedades inmunológicas equiva-
lentes a las del alergeno natural por lo que tanto ella
como las protéınas homólogas, las formas modifica-
das derivadas de ellas, los fragmentos derivados que
contengan al menos un eṕıtopo alergénico, pueden
ser empleadas en protocolos de diagnosis e inmuno-
terapia.
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DESCRIPCION

Producción del alergeno recombinante de “Che-
nopodium album” Che a 1, y sistema de aisla-
miento y purificación.
Objeto de la invención

La presente invención, según se expresa en el
enunciado de esta memoria descriptiva, se refiere
a uno de los alergenos del polen de ceñigo (Cheno-
podium album), la protéına Che a 1, y a eṕıtopos
alergénicos presentes en la protéına. La invención
también hace referencia a los DNAs recombinan-
tes que codifican tanto protéınas completas como
fragmentos que incluyen al menos un eṕıtopo de la
molécula, aśı como moléculas homólogas de Che
a 1 con capacidad alergénica en otras especies
relacionadas y no relacionadas. En concreto el
objeto de la invención consiste en la producción
de la protéına Che a 1, mediante tecnoloǵıa re-
combinante en la levadura Pichia pastoris, que
implica el uso de la secuencia nucleot́ıdica carac-
terizada por SEQ ID NO:1 ó de otras secuencias
nucleot́ıdicas obtenidas por mutagénesis de la se-
cuencia SEQ ID NO: 1.

La invención proporciona también un eficaz
método de aislamiento tanto para el alergeno re-
combinante como para el natural.
Estado de la técnica

La alergia tipo I es una enfermedad que afecta
a más del 20 % de la población de los páıses indus-
trializados. Esta afección es ocasionada por los
alergenos, presentes tanto en organismos y pro-
ductos biológicos -alimentos, ácaros, venenos de
insectos, pólenes, hongos, epitelios de mamı́feros-,
como en materiales de śıntesis. En la mayor parte
de las fuentes biológicas alergénicas, los alerge-
nos son protéınas de masas moleculares compre-
naiaas entre 5 y 70 kDa. Los śıntomas que se
derivan de la alergia, tales como rinitis, con-
juntivitis, o asma, son provocados por la libe-
ración de mediadores celulares, como la hista-
mina, desde basófilos y mastocitos, células del
sistema inmune. Dicha liberación viene inducida
por el entrecruzamiento de anticuerpos IgEs uni-
dos a los receptores de alta afinidad FcεRI, los
cuales se encuentran a su vez anclados a basófilos
y mastocitos. El entrecruzamiento de las IgE es
provocado por la unión del correspondiente aler-
geno, o un fragmento suyo, a través de un eṕıtopo
IgE (contenido en dicho alergeno, o en su frag-
mento). La terapia que actualmente se viene uti-
lizando para tratar la alergia implica la hiposensi-
bilización del paciente mediante la administración
por v́ıa parental u oral de dosis adecuadas del
propio alergeno, o alergoides relacionados. En
la práctica totalidad de los casos se administra
un extracto alergénico obtenido, mediante una
mı́nima manipulación de la fuente biológica natu-
ral, lo que implica a una mezcla muy compleja de
protéınas y otras sustancias, en la cual, el aler-
geno -o alergenos- puede representar una parte
ı́nfima del producto total utilizado.

En efecto, en la actualidad, los protocolos
utilizados para la diagnosis de casos de aler-
gia y su posterior inmunoterapia implican el uso
de extractos alergénicos que frecuentemente no
están caracterizados, ni siquiera estandarizados
respecto a los alergenos más importantes que pue-
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den contener. A menudo, su administración no
proporciona una diagnosis completa, sobre todo
cuando la hipersensibilidad del paciente se refiere
a alergenos presentes en baja concentración en
dichos extractos. Por otro lado, la inmunotera-
pia realizada con estas preparaciones es frecuen-
temente ineficaz y origina en ocasiones efectos se-
cundarios indeseables que pueden llegar a ser más
graves que la propia afección alérgica que se pre-
tende resolver. Una alternativa a la utilización de
estos extractos es la preparación de mezclas de los
alergenos más significativos, obtenidos por aisla-
miento de su fuente natural. Sin embargo, esta
v́ıa presenta dos importantes barreras. Por un
lado, implica un buen conocimiento de los com-
ponentes alergénicos del material que provoca la
alergia, al menos de todos sus alergenos princi-
pales, y este dato, frecuentemente, no está dis-
ponible. Por otro lado, el proceso de aislamiento
de los alergenos conocidos, a partir del material
biológico, es a menudo dif́ıcil y no proporciona
las cantidades necesarias o la calidad requerida
para un posterior empleo, debido fundamental-
mente a los bajos niveles en los cuales se encuen-
tra. Todos estos problemas se acentúan cuando
el material alergénico es el polen de una especie
vegetal. La gran cantidad de pigmentos, carbo-
hidratos, ĺıpidos y componentes insolubles hacen
muy dif́ıcil su manipulación. Ni que decir tiene
que su disponibilidad es, además, muy reducida
y de alto coste económico, debido a la dificultad
de su recolección. Por todo lo expuesto, se hace
necesario el diseño de procedimientos para la pro-
ducción de alergenos a utilizar en los protocolos
de diagnosis e inmunoterapia de la alergia. La
producción de DNA recombinante se prevé como
la forma más reproducible y eficaz de obtención
de polipéptidos alergénicos bien definidos, no sólo
para uso cĺınico, sino incluso para investigación.

La polinosis a ceñigo está adquiriendo una
cierta relevancia como responsable en la inducción
de alergia en páıses del área mediterránea y zonas
desérticas, donde este arbusto está ampliamente
extendido (Galán C. et al (1989) Ann. Allergy 63,
435-437; Subiza J. et al (1998) Rev. Esp. Aler-
gol. Inmunol. Clin. 13, 45-58; Suliman FA et al
(1997) Ann. Allergy Asthma Immunol. 78, 415-
418). En la actualidad, poco se conoce acerca de
las moléculas alergénicas en esta fuente biológica,
siendo este alergeno el primero que se caracteriza.
Explicación de la invención

Producción del alergeno recombinante de Che-
nopodium album Che a 1 en la levadura Pichia
pastoris, y sistema de aislamiento y purificación.

La presente invención se refiere al método de
aislamiento utilizado para la purificación del aler-
geno Che a 1 -un alergeno del polen de ceñigo de
creciente importancia cĺınica, con una prevalen-
cia del 60 % de los pacientes alérgicos al polen
de ceñigo- a partir del polen de ceñigo (Cheno-
podium album). Más espećıficamente comprende
la obtención, mediante clonación, de moléculas
de DNA recombinante que codifican polipéptidos
con las mismas o similares propiedades antigéni-
cas que el alergeno procedente del polen de Che-
nopodium, o bien polipéptidos que posean al me-
nos un eṕıtopo, antigénico o alergénico, del aler-
geno Che a 1. La invención incluye también la
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secuencia completa del cDNA del alergeno Che a
1 y la secuencia completa deducida del alergeno.

El procedimiento objeto de la invención, per-
mite llevar a cabo la purificación del alergeno Che
a 1 del polen de ceñigo a partir de un extracto
proteico de polen mediante una cromatograf́ıa de
penetrabilidad y HPLC, según se describe detalla-
damente más adelante.

De esta forma, se obtienen moléculas de DNA
recombinante que codifican polipéptidos que ex-
hiben la antigenicidad de Che a 1, aśı como po-
lipéptidos que contienen, al menos, un eṕıtopo
de Che a 1 en su estructura. La invención dis-
pone de secuencias polinucleot́ıdicas de DNA que
hibridan, en condiciones restrictivas, con las des-
critas antes -lo que implica un nivel de identi-
dad de al menos un 60 % entre sus secuencias de
nucleotidos-, o bien son derivadas de ellas por de-
generación del código genético o mutagénesis.

El procedimiento de clonación del alergeno re-
combinante de Chenopodium album Che a 1, in-
cluye vectores de clonación y células huésped que
contienen una secuencia de nucleotidos como la
descrita en SEQ ID NO: 1, codificante de Che a
1, protéınas homólogas o fragmentos suyos.

Por lo tanto se obtienen fragmentos nucleo-
t́ıdicos que poseen, al menos, una secuencia que
codifica un determinante antigénico del alergeno
Che a 1 de ceñigo o de fragmentos suyos, aśı como
de alergenos homólogos de Che a 1, principal-
mente en especies relacionadas con el ceñigo que,
dada la similitud estructural, presentan reactivi-
dad alergénica cruzada con Che a 1 o con una
parte de él. Entre las especies relacionadas con el
ceñigo se encuentran: Betula verrucosa (abedul)
y Lolium perenne (ballico) con una similitud de
70 % y 51 %, respectivamente.

Estos polipéptidos pueden contener la secuen-
cia antigénica unida a otros polipéptidos (por
ejemplo como protéınas de fusión), haber sido
sintetizados qúımicamente o haber sido obtenidos
mediante digestiones proteoĺıticas y modificados
qúımica o enzimáticamente.

La inserción de dicha secuencia en vecto-
res de expresión en organismos hospedadores eu-
carióticos permite disponer de construcciones re-
combinantes que pueden utilizarse para la pro-
ducción del alergeno recombinante.

Una vez producida la molécula polipept́ıdica
con actividad antigénica de Che a 1 o eṕıtopos
B y T suyos, ésta es aislada del medio rico ex-
tracelular del cultivo en forma soluble mediante
cromatograf́ıa de intercambio amónico, penetra-
bilidad y HPLC o del medio mı́nimo mediante
cromatograf́ıa de penetrabilidad y HPLC.

Los productos recombinantes obtenidos me-
diante el procedimiento objeto de la invención
presentan la capacidad de unión de anticuerpos
IgE del suero de pacientes alérgicos a ceñigo, sen-
sibles a Che a 1.

Finalmente, con el procedimiento objeto de la
invención, se dispone de Che a 1 inmunológica-
mente activo, además de fragmentos antigénicos
y alergénicos de este alergeno, y de protéınas ho-
mólogas de él, que sirven para ser incorporados en
las pruebas “in vivo” e “in vitro” a realizar para la
fiel diagnosis de la hipersensibilidad a este polen,
y a otros pólenes relacionados filogenéticamente
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con él. También podrán ser empleados en las pre-
paraciones de alergenos que se utilicen para llevar
a cabo la inmunoterapia correspondiente para el
tratamiento de la alergia al polen de ceñigo.

Para el diagnóstico y la terapia de la alergia al
polen de ceñigo se utilizan actualmente extractos
proteicos obtenidos a partir del polen. Esto im-
plica una escasa reproducibilidad y un alto conte-
nido en moléculas contaminantes, de origen pro-
teico y no proteico, que pueden originar efectos
secundarios adversos en los pacientes tratados. El
disponer de moléculas homogéneas obtenidas por
las técnicas del DNA recombinante, en cantidades
ilimitadas, perfectamente cuantificables y estan-
darizadas, rebajaŕıa considerablemente todos los
inconvenientes citados. Esta tecnoloǵıa permite
disponer de esas moléculas y, además, de péptidos
o formas modificadas de las mismas que contienen
al menos uno de los eṕıtopos alergénicos.
Modo de realización de la invención

La presente invención se refiere a un DNA re-
combinante que codifica eṕıtopos del alergeno de
Chenopodium album Che a 1, a la producción re-
combinante, en la levadura Pichia pastoris, de los
polipéptidos codificados por dicho DNA y al aisla-
miento del alergeno natural procedente del polen
de reñigo. También se refiere a la aplicación de
ambas moléculas en el diagnóstico y terapia de
este desorden inmunológico.

En el procedimiento de clonación del alergeno
recombinante de Chenopodium album Che a 1, se
llevó a cabo la obtención de la secuencia N-ter-
minal mediante Degradación de Edman. Parte
de esa secuencia (Cys Arg Val Gln Pro Met Thr)
sirvió para diseñar el oligonucleótido degenerado,
NCH3: 5’ - TGYCGNGTNCARTTYATGAC- 3’
que fue utilizado para amplificar por PCR la se-
cuencia parcial codificante (16-143) y no codifi-
cante 3’ correspondientes al cDNA de Che a 1.
Estas secuencias permitieron posteriormente ob-
tener la secuencia C-terminal, (Asp Leu Tyr Asp
Val Lys Ala Asn), con la que se diseñó el oligo-
nucleotido no degenerado NCH4: cgtccgcggttaA-
TTAGCTTTAACATCATAAAGATC. La clona-
ción del producto de la amplificación con los oli-
gonucleótidos no degenerados, NCH5: cgtctcga-
gaaaagaGCCGAGAACCATTTCAAAGTC (Ala
Glu Asn His Phe Lys Val) y NCH4 permitió la ob-
tención de la secuencia de nucleótidos codificante
para la protéına madura completa, secuencia que
se utilizó para llevar a cabo la expresión.

El procedimiento objeto de esta invención se
realiza mediante las siguientes fases:
• Aislamiento de RNA total
Se aisló el RNA total a partir del polen de

ceñigo siguiendo el protocolo publicado por Ull-
rich y col. [Science 196, 1313-1318, 1977]. En
este aislamiento se partió de 0.5 g de polen que
se homogeneizó en un tampón 0.1 M de Tris-
HCl, pH 7.5 que conteńıa tiocianato de guani-
dinio 4 M, laurilsarcosinato sódico al 0.5 % y 2-
mercaptoetanol 0.14 M, mediante un homogenei-
zados Polytron. Se centrifugó esta suspensión a
5000 xg a 20◦C en una centŕıfuga Sorvall. Pos-
teriormente se sometió el sobrenadarte a una
centrifugación en gradiente de CsCl 5.7 M en
0.01 M EDTA a 40.000 rpm en un rotor SW 60
(Beckman) durante 12 horas. A partir de 5 µg
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de RNA total se llevó a cabo la śıntesis del cDNA
utilizando el “kit” SMART II de śıntesis de cDNA
(Clontech).
• Clonación de Che a 1 basada en técnicas de

PCR
Como ya se ha mencionado anteriormente, los

cebadores correspondientes a las secuencias N- y
C-terminal utilizados fueron diseñados teniendo
en cuenta la secuencia de la protéına obtenida por
degradación de Edman y por secuenciación del
fragmento de PCR, respectivamente. El método
utilizado se basó en una reacción de PCR en va-
rias etapas. En la primera de ellas, se obtiene la
secuencia completa de Che a 1, incluyendo la se-
cuencia 3’ no codificarte de este alergeno. Para
ello se utiliza como molde el cDNA espećıfico de
Che a 1 y como cebadores, el oligonucleótido de-
generado NCH3, correspondiente a una secuen-
cia contenida en la secuencia N-terminal de la
protéına determinada por degradación de Ed-
man, y el oligonucleótido inespećıfico UPM: 5’-
CTAATACGACTCACTATAGGGC-3’. El molde
y los cebadores NCH3 y UPM fueron disueltos en
una mezcla de PCR estándar (250 µM de dN-
TPs, tampón estándar y 50 pmoles de los ceba-
dores). Después de una primera etapa de desna-
turalización a 95◦C durante 15 min, se llevaron a
cabo 25-35 ciclos a temperaturas de hibridación
de 42-55◦C en presencia de Advantage DNA po-
limerasa II(Clontech). La reacción se sometió a
electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % y los
fragmentos de DNA fueron purificados usando el
Magic PCR Prep kit (Promega) e insertados en
el plásmido pCR2.1 linearizado y con una T ter-
minal en los extremos 5’. Con esta construcción
se transformaron células competentes TOP10, a
continuación se seleccionaron los recombinantes y
se llevó a cabo la secuenciación de algunos de los
clones seleccionados, obteniéndose secuencias de
este alergeno. En una segunda etapa de PCR uti-
lizando los oligonucleótidos NCH4 y UPM se ha
determinado la secuencia codificante incluyendo
la correspondiente al péptido señal de la protéına.
En la última etapa de PCR, y utilizándose los oli-
gonucleótidos no degenerados NCH4 y NCHS se
obtuvieron los fragmentos de DNA que conteńıan
la secuencia codificante correspondiente al aler-
geno maduro.

Para la producción de la forma recomb́ınante
de esta protéına, la secuencia codificante de DNA
fue ligada al plásmido de expresión pPICZαA (In-
vitrogen Corp.). Las células utilizadas fueron de
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la cepa KM71 de Pichia pastoris. La inducción se
llevó a cabo por metanol al 0.5 % durante cinco
d́ıas, creciendo las células a 30◦C en medio rico
o medio mı́nimo de crecimiento de levadura. Las
células se sedimentaron centrifugando a 5000 xg,
se recogieron los sobrenadantes y una muestra
de los mismos se aplicó en un gel de poliacrila-
mida al 15 % en presencia de SDS. Una banda de
19.5 kDa, única, fue detectadá mediante tinción
de los geles con Azul de Coomassie. La protéına
es reconocida por sueros de pacientes alérgicos es-
pećıficos de Che a 1 natural (dilución 1:10). La
purificación de las protéınas obtenidas en medio
mı́nimo se realizó mediante la liofilización del me-
dio extracelular de la levadura y la aplicación de
dos etapas cromatográficas, una de penetrabili-
dad en Sephadex G-75 y otra en una columna
de fase reversa C-18 en HPLC, obteniéndose tras
esta última el alergeno con un grado de pureza del
99 %. Para la producción del alergeno en medio
rico se llevó a cabo una etapa adicional de inter-
cambio fónico en DEAE-celulosa con el medio ex-
tracelular dializado y después se realizaron las dos
etapas cromatográficas, penetrabilidad y HPLC,
llevadas a cabo con la protéına producida en me-
dio mı́nimo. Se hicieron con ellas estudios de ca-
racterización estructural (espectros de dicroismo
en el W lejano, espectrometŕıa de masas) e in-
munológica (con sueros individuales de pacientes
alérgicos) y en todos los casos las protéınas recom-
binantes se comportaron de manera equivalente a
la del alergeno natural.
• Aislamiento del alergeno Che a 1 a partir

del polen de ceñigo (Chenopodium album)
El alergeno Che a 1 ha sido purificado a par-

tir de extracto proteico de polen de ceñigo, ob-
tenido por homogeneización de 3g de polen en
bicarbonato amónico 50 mM pH 8.0. Dicho ex-
tracto fue aplicado a una columna de Sephadex
G-75. Las fracciones que conteńıan la protéına
fueron aplicadas a una columna de fase reversa
C-18 en HPLC con un gradiente de acetonitrilo
del 0-60 % en TFA al 0.1 %.

La invención comprende el uso de Che a
1 recombinante en diagnóstico, “in vivo” me-
diante pruebas cutáneas o “in vitro” mediante
técnicas de inmunodetección (ELISA, RAST),
permitiendo precisar qué alergenos son los res-
ponsables de la sintomatoloǵıa cĺınica de un in-
dividuo y reducir aśı el número de moléculas ne-
cesarias para su inmunoterapia. Se origina, por
tanto, una inmunoterapia personalizada.
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REIVINDICACIONES

1. Moléculas de DNA recombinante caracte-
rizadas por SEQ ID NO: 1 que codifican po-
lipéptidos con actividad alergénica y que poseen
al menos un eṕıtopo alergénico común con el aler-
geno Che a 1 de Chenopodium album.

2. Moléculas de DNA recombinante, o mo-
dificaciones de las mismas, según reivindicación
1, que codifican polipéptidos con, al menos, un
eṕıtopo de Che a 1 en su estructura, unido a un
polipéptido adicional, o modificado qúımica o en-
zimáticamente.

3. Moléculas de DNA recombinante caracte-
rizadas por hibridar en condiciones fuertemente
restrictivas con la descrita en SEQ ID NO 1.

4. Moléculas de DNA recombinante caracte-
rizadas por presentar, al menos, un 60 % de iden-
tidad con la descrita en SEQ ID NO: 1, conte-
niendo una secuencia de nucleótidos que codifica
un polipéptido con actividad alergénica idéntica
o reducida (hipoalergénica) con respecto a Che a
1.

5. Polipéptido recombinante correspondiente
al alergeno Che a 1 de Chenopodium album, o
fragmentos de dicho polipéptido, según reivindi-
caciones 1 y 2, caracterizado por la secuencia
dada en SEQ ID NO: 2 y que presentan la anti-
genicidad de, al menos, un eṕıtopo de Che a 1.

6. Polipéptidos recombinantes del alergeno
homólogo de Che a 1 en otras especies relaciona-
das y no relacionadas filogenéticamente, o frag-
mentos de dichos polipéptidos, según reivindica-
ciones 3 y 4 que presentan la antigenicidad de, al
menos, un eṕıtopo de Che a 1.

7. Polipéptidos que posean una secuencia de
aminoácidos según reivindicaciones 5 y 6, y que
presenten una alergenicidad atenuada.

8. Polipéptidos o fragmentos de dichos po-
lipéptidos de polen de Chenopodiaceas con, al me-
nos, un eṕıtopo de Che a 1, según reivindicaciones
anteriores, que se produzcan recombinantes uni-
dos a un polipéptido adicional.

9. Polipéptidos de polen de Chenopodium al-
bum, según reivindicaciones anteriores, que estén
modificados qúımica o enzimáticamente.

10. Un vector de expresión eucariota, y pre-
ferentemente pPICZαA, que contenga las secuen-
cias caracterizadas por SEQ ID NO: 1, según

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

reivindicaciones 1, 2, 3 y 4, cuya expresión dé
lugar a la producción de los polipéptidos carcte-
rizados por SEQ ID NO: 1 y 2 según las reivindi-
caciones 5, 6, 7, 8 y 9.

11. Un organismo hospedador eucariota, pre-
ferentemente la levadura Pichia pastoris, trans-
formado con la construcción formada según rei-
vindicación 10.

12. Un método para producir las formas re-
combinantes correspondientes a las secuencias po-
lipept́ıdicas descritas en las reivindicaciones 5, 6,
7, 8 y 9, en el sistema eucariótico de levadura Pi-
chia pastoris, y preferentemente de la cepa KM71,
crecidas en medio rico, caracterizado por una
cromatograf́ıa de intercambio fónico en DEAE-
celulosa, una de penetrabilidad en Sephadex G-
75 y una en una columna C-18 de fase reversa de
HPLC.

13. Un método para producir las formas re-
combinantes correspondientes a las secuencias po-
lipept́ıdicas mencionadas en las reivindicaciones
5, 6, 7, 8 y 9, en el sistema eucariótico de le-
vadura Pichia pastoris y preferentemente de la
cepa KM71 crecidos en medio mı́nimo, caracte-
rizado por una cromatograf́ıa de penetrabilidad
en Sephadex G-75 y una en una columna C-18 de
fase reversa de HPLC.

14. Un método para el aislamiento del aler-
geno Che a 1 a partir del polen de Chenopodium
album utilizando una cromatograf́ıa de penetrabi-
lidad en Sephadex G-75 y otra en nucleosil C-18
de fase reversa de HPLC.

15. Utilización de las moléculas, según reivin-
dicaciones 1-9, en el diagnóstico “in vitro” de la
alergia.

16. Aplicación de las moléculas recombinan-
tes de las reivindicaciones 1-9 para el diseño de
vacunas destinadas a la inmunoterapia de la aler-
gia.

17. Aplicación de las moléculas recombinantes
de las reivindicaciones 1-4 para producir péptidos,
según reivindicaciones 5-9, que contengan al me-
nos un eṕıtopo T alergénico, capaces de actuar
como vacunas.

18. Aplicación de las moléculas recombinan-
tes de las reivindicaciones 1-4 en la producción
de isoformas recombinantes hipoalergénicas que
tengan disminuida o anulada su unión a IgE para
el tratamiento de alergias.
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