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REZUMAT

PARTEA GENERALA

Alergia reprezinta o reactie exagerata a sistemului imun la stimuli exogeni inofensivi si
implica diverse tipuri de reactii de hipersensibilitate, care pot duce la aparitia simptomelor
respiratorii, cutanate, gastrointestinale, oculare sau alte manifestari, inclusiv anafilaxie.
Reactia de hipersensibilitatea de tip |, numita si raspuns imun imediat, este un raspuns
imunologic anormal cauzat de o substanta inofensiva din mediu, denumita alergen, si este
mediata de anticorpii IgE.

In prezent, exista o crestere constantd a prevalentei alergiilor, atribuitd modificarilor in
stilul de viata (in special cel occidental), a obiceiurilor alimentare si mediului, inclusiv
schimbarilor climatice. La nivel mondial, 8-10% din populatie sufera boli alergice, prezentand
de la simptome usoare, cum ar fi rinita (10-30% din populatie) sau conjunctivita, pana la
simptome severe, cum ar fi astmul (3-9% din populatie) sau anafilaxia.

Una din cauzele importante ale incidentei crescute ale bolilor alergice este si polenul de
ambrozia, o problema majora pentru sistemul de sanatate. Ambrosia artemisiifolia, cunoscuta
si sub denumirea de iarba pustei este o buruiana originara din America de Nord, care, datorita
naturii sale invazive, a reusit sa se raspandeasca pe mai multe continente. La nivelul Europei
zona cea mai afectata de polenul de ambrozia este Campia Panonica, dar impactul sau
negativ se manifesta si in Romania, afectand tot mai multi pacienti alergici, in sezonul polinic,
august-septembrie, Datele recente colectate de alergologi raporteaza o rata crescuta de
sensibilizare si simptome respiratorii severe cauzate de polenul de ambrozia. Se anticipeaza
chiar ca sensibilizarea la ambrozia in Europa va creste de la aproximativ 33 milioane la 77
milioane de indivizi (40% din populatie) pana in perioada 2041-2060, datorita cresterii
concentratiei de polen ce se va extinde pe o suprafata geografica tot mai intinsa.

Pana in prezent, pentru polenul de ambrozia au fost identificate si descrise 11 alergene
moleculare, doua dintre acestea reprezentand alegenele majore: Amb a 1 si Amb a 11, restul
fiind considerate alergene minore. Amb a 1 face parte din familia pectat-liazelor. Este
considerat un alergen major deoarece are potentialul de a provoca reactii alergice la mai mult
de 90% dintre pacientii sensibilizati la polenul de ambrozie. In plus, Amb a 1 este o proteina

extrem de abundenta, constituind pana la 15% din continutul total de proteine al polenului de
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ambrozie si reprezentand 54-78% din componenta alergenica. Amb a 1 prezinta 5 izoforme
documentate pana in prezent fiecare cu capacitati diferite de legare a IgE, prima izoforma,
Amb a 1.01, prezentand cea mai intensa alergenicitate.

Printre alegenele minore se numara doua plastocianine (Amb a 3 si Amb a 7), o
defensina (Amb a 4), o proteina bazica a carei functie nu este inca cunoscuta (Amb a 5), pan-
alergenele Amb a 6 (proteina de transfer lipidic), Amb a 8 (profilina), Amb a 9 si 10 (polcalcine)
si enolaza Amb a 12. Chiar daca sunt considerate alegene minore prin prisma frecventei de
legare IgE nu inseamna ca nu sunt relevante clinic, insa acest lucru trebuie determinat pentru
fiecare alegen in parte ceea ce necesita obtinerea lor ca proteine pure. Printre alergenele de
ambrozia cu o potentiala importanta clinica se regaseste si Amb a 8, o profilina similara
structural cu proteinele omoloage din alte surse alegenice precum polenul de pelinarita,
mesteacan si trimoftica. Producerea si includerea alergenelor relevante clinic in diagnosticul

molecular ale alergiei la ambrozie va imbunatatii managementului clinic al acestei afectiuni.
PARTEA SPECIALA

Printre principalele aspecte care contureaza motivatia alegerii acestui subiect de studiu
se numara impactul negativ al alergiei la polenul de ambrozie asupra sanatatii publice cauzat
de cresterea continua a prevalentei si de simptomele severe care afecteaza calitatea vietii
pacientilor. Pentru un management eficient al acestei afectiuni este necesara o perspectiva
clara asupra moleculelor implicate in alergia la ambrozie si, pe baza profilului de reactivitate
IgE, identificarea alergenelor relevante clinic. In plus, producerea acestora ca alergene
recombinate va facilita diagnosticul molecular al alergiei si va ajuta la depasirea limitarilor
intampinate de folosirea extractelor alergenice. De asemenea, caracterizarea amanutita a
alergenelor relevante clinic, in special identificarea epitopilor IgE, poate contribui la
dezvoltarea unor noi imunoterapii moleculare.

Obiectivele stiintifice ale acestui studiu de cercetare au fost:

1. ldentificarea profilului de sensibilizare al pacientilor alergici la polenul de ambrozie si
evaluarea potentialului alergenic al altor alergene din ambrozie, pe langa alergenul major
Amb a 1;

2. ldentificarea unor potentiale asocieri intre profilul de sensibilizare IgE si simptomele
alergice raportate de pacientii alergici la ambrozie;

3. Producerea recombinata a celei mai importante izoforme a alergenului major Amb a 1 si

caracterizarea sa fizico-chimica si imunologica;



4. Producerea recombinata a profilinei Amb a 8, caracterizarea fizico-chimica si imunologica,
si evaluarea potentialelor reactivitati incrucisate;
5. Designul si caracterizarea peptidelor derivate din Amb a 8 necesare pentru localizarea

epitopilor IgE ai alergenului Amb a 8.

IDENTIFICAREA PROFILELOR DE SENSIBILIZARE IGE IN ALERGIA LA POLENUL DE
AMBROZIA

in vederea identificari profilelor de sensibilizare IgE, serurile provenite de la 150 de
pacienti alergici la polen de ambrozia au fost testate Tn ImmunoCAP pentru identificarea
prezentei IgE specific pentru CCD (determinantii carbohidrati cu reactivitate Tncrucisata). in
continuare serurile pacientilor negativi la CCD (n=130) au fost evaluate prin prin metoda
imunoblot cu extractul de polen de ambrozia transferat pe o membrana de nitoceluloza,
urmata de o detectie a legarii IgE cu anticorpi marcati cu izotopi radioactivi. Rezultatele acestei
analize au evidentiat existenta a 19 profile diferite de sensibilizare IgE in cadrul acestei
populatii de studiu. Aceste profile au prezentat 7 tipuri de semnale IgE Tn diferite combinatii Si
intensitati. De asemenea, pentru a determina care este efectiv impactul alergenului major Amb
a 1 asupra profilelor de reactivitate au fost realizate exprimente de inhibitie in imunoblot cu 2
izoforme ale Amb a 1, una naturald (nAmb a 1.01) si celaltd recombinata (rAmb a 1.03).
Aceste experimente au evidentiat ca cele doua izoforme au capacitati diferite de inhibitie IgE,
ceea ce sugereaza ca au si reactivitati IgE diferite.

Analiza profilelor de reactivitate a evidentiat ca cel mai frecvent semnal IgE de pe blot
este banda dubla in jurul valorii de 38—40 kDa, care poate fi atribuita lui Amb a 1, pe baza
testelor de inhibitie efectuate cu cele doua izoforme Amb a 1 si confirmata si de alte studii de
specialitate. Semnalele care nu au disparut dupa inhibitia cu Amb a 1 reprezinta celelate
alergene din polenul de ambrozia. Astfel ca, cele doua benzi observate sub masa moleculara
de 17 kDa ar putea include si reprezenta mai multe alergene minore, cum ar fi proteina de
transfer lipidic Amb a 6 (10 kDa), plastocianinele Amb a 7 (10 kDa) si Amb a 3 (11 kDa),
polcalcina Amb a 9 (10 kDa) sau profilina Amb a 8 (14 kDa). Banda de 24 kDa poate
reprezenta defensina Amb a 4, iar banda mai mare de 55 kDa poate fi atributa enolazei Amb a
12, recent descoperita.

Asocierea dintre simptomele alergice raportate de catre pacientii alergici la ambrozia si
tipul de profil de sensibilizare IgE a aratat ca pacientii ce prezinta un profil complex au raportat
mai multe simptome alergice. De asemenea, pacientii sensibilizati la Amb a 1 si la alte

alergene din ambrozia au prezentat mai multe simptome asemanatoare astmului decéat cei
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care au fost sensibilizati doar la alegenul major Amb a 1. Toate acestea sugereaza ca
polisensibilizarea la mai multe alergene din polenul de ambrozia determina aparitia mai multor
simptome alergice si induc mai frecvent manifestari de tipul astmului.

Aceste rezultate au fost verificate si confirmate si cu ajutorul testelor de degranulare a
bazofilelor, folosind o linie de bazofile leucemice de sobolan (RBL) umanizate, ce exprima pe
suprafata lor receptorul de inalta afinitate pentru IgE (FceRI). Aceste celule au fost incubate cu
serul unor pacienti cu un profil de sensibilizare complex, ser care a fost supus in prealabil unui
proces de eliminare a anticopilor IgE specifici pentru Amb a 1. Rezultatele au aratat ca
stimularea bazofilelor cu extract de polen de ambrozia induce eliberare de mediatori chimici
chiar si in absenta IgE specifici pentru alergenul major, iar acest lucru dovedeste ca si
sensibilizarea la alte alergene din polenul de ambrozia este capabila sa induca degranulare

bazofilica, respectiv simptome clinice.

PRODUCEREA $I CARACTERIZAREA IZOFORMEI RECOMBINATE AMB A 1.01 A
ALERGENULUI MAJOR AMB A 1 DIN POLENUL DE AMBROZIA

Asa cum s-a observat in studiul anterior, profilele de sensibilizare IgE ale pacientilor
alergici la polenul de ambrozia sunt complexe si eterogene, implicand raspunsuri alergice la
cel putin 11 molecule alergenice. Dar o caracterizare detaliata necesita evaluarea individuala a
fiecarui alergen, lucru imposibil in acest moment avand in vedere ca doar alergenele Amb a 1
si Amb a 4 sunt disponibile pe piatd pentru diagnostic. Obtinerea alegenelor moleculare pure
se poate realiza fie prin izolare din extractul polinic, o0 metoda costisitoare ce prezinta un risc
ridicat de contaminare; fie prin expresie proteica ca alergene recombinate.

Dupa cum a fost mentionat si anterior Amb a 1 reprezinta alergenul major din polenul
de ambrozie, iar pana in prezent au fost identificate si descrise 5 izoforme ale acestuia, fiecare
avand reactivitati IgE diferite. Pentru un management mai bun al alergiei la ambrozia este
important sa se evalueze impactul clinic al fiecarei izoforme. Acest lucru este insa limitat de
testele disponibile pe piata, care utilizeaza un amestec al celor 5 izoforme, fara a permite o
evaluare distincta a fiecareia dintre ele.

Literatura de specialitate indica faptul ca izoforma Amb a 1.01 prezinta alergenicitatea
cea mai ridicatd si cu toate aceastea a fost obtinutd pana acum doar prin purificare din
extractul polinic si nu este in totalitate pura. Aceasta situatie sugereaza ca solutia optima
pentru obtinerea unui alergen mai pur este producerea acestuia ca proteina recombinata. in
ceea ce priveste obtinerea izoformelor Amb a 1 ca alergene functionale s-a dovedit a fi dificila

si, pana in prezent, nu a fost realizata cu succes. Incercarile de a exprima aceste alergene n
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celulele de Escherichia coli au produs doar proteine pliate necorespunzator si cu reactivitate
IgE redusa. Pana acum, doar Amb a 1.03 recombinat, obtinut in Pichia pastoris, a demonstrat
o reactivitate IgE comparabila cu forma nativa. Astfel, obiectivul acestui studiu a fost
producerea Amb a 1.01 ca o proteina recombinata, similara cu alergenul natural, pentru
Tmbunatatirea diagnosticului molecular al alergiei la polen de ambrozie.

In acest scop, in cadrul acestui studiu a fost exprimate in celule de insecte, doua
proteine recombinate reprezentand forma matura a izoformei Amb a 1.01. A fost ales acest
sistem de expresie proteica pentru ca Amb a 1.01 este o proteina complexa structural cu un
situs de glicozilare si punti disulfidice. Una dintre proteine a fost proiectata cu un His-Tag la
capatul N-terminal si o secventa de aminoacizi pentru clivajul His-Tag (rAmb a 1.01), in timp
ce cealalta continea un His-Tag la capatul C-terminal (rAmb a 1.01 His+). S-a observat ca in
timpul expresiei proteice, doar rAmb a 1.01 a fost secretata in mediul de cultura, in timp ce
rAmb a 1.01 His+ a ramas intracelular. Cel mai probabil, rAmb a 1.01 His+ a format aglomerari
proteice, fenomen intalnit atunci cand proteina este pliatda necorespunzator, acest lucru fiind
probabil cauzat de pozitia His-Tag-ului. Ambele proteine recombinate au fost purificate prin
cromatografie de afinitate si au fost caracterizate din punct de vedere fizico-chimic si
imunologic in comparatie cu izoforma naturald (nAmb a 1.01).

Analiza SDS-PAGE a aratat ca izoforma recombinatda rAmb a 1.01 are o masa
moleculard usor mai mare decat alergenul natural, dar analiza MALDI-TOF a confirmat ca
ambele alergene au o greutate moleculard comparabild, de aproximativ 40 kDa. in plus,
analiza dicroismului circular (CD) a aratat valori similare ale elipticitatii reziduale medii,
sugerand ca structura secundara a alergenului recombinat este asemanatoare cu cea a
alergenului natural. In schimb, rAmb a 1.01 His+ a prezentat diferente structurale fata de
nAmb 1.01.

In ceea ce priveste caracterizarea imunologica, pentru identificarea potentialului de
legare IgE au fost testati in ELISA 100 de pacienti alergici la polenul de ambrozie folosind cele
doud izoforme recombinate si omoloaga lor naturald. Rezultatele au aratat ca izoforma
naturalda Amb a 1.01 a avut o frecventa de legare IgE de 99%, confirmandu-se proprietatea sa
de alergen major. Proteina recombinatd rAmb a 1.01 a prezentat o frecventa de legare IgE
similara si valori ale densitatilor optice corelate puternic cu cele ale nAmb a 1.01. Spre
deosebire de acestea, rAmb a 1.01 His+ a prezentat o frecventad de legare IgE mai mica, de
86%, si o corelare mai slaba a densitatilor optice cu nAmb a 1.01. Aceste rezultate indica

faptul ca rAmb a 1.01 are o structura imunologica similara cu alergenul natural, in timp ce
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rAmb a 1.01 His+ ar putea avea o structura secundara incorecta, ceea ce afecteaza
capacitatea sa de a lega IgE.

in vederea evaludrii relevantei clinice a alergenelor un test extrem de important este
testul de activare a bazofilelor. Acesta permite evaluarea capacitatii alergenelor de a declansa
eliberarea de mediatori, mediata de IgE. Deoarece acest tip de test este extrem de sensibil,
este potrivit pentru determina relatia dintre concentratia alergenica si raspunsul alergic. Acest
studiul a relevat ca nAmb a 1.01 si rAmb a 1.01 au o activitate alergenica comparabila si
intensa, in timp ce alergenicitatea rAmb a 1.01 His+ a fost scazuta. Aceasta fiind detectabila
doar la pacientii cu niveluri ridicate de IgE si dupa stimulare cu concentratii mari de alergen. O
potentiala explicatie pentru legarea redusa a IgE ar putea fi o pliere incorecta a rAmb a 1.01
His+ dupa denaturarea cu uree, care ascunde sau blocheaza epitopii IgE.

Pe baza rezultatelor evaluarii fizico-chimice si imunologice, s-a constatat ca rAmb a
1.01 prezintd o structura si o reactivitate IgE similara cu nAmb a 1.01, sugerénd o pliere
corecta a acestei proteine recombinate, spre deosebire de rAmb a 1.01 His+. Astfel ca in
urmatoarele experimente a fost folosita doar izoforma recombinata rAmb a 1.01, inclusiv Tn
generarea de antiseruri alergen specifice ca urmare a imunizarii iepurilor.

Importanta izoformei Amb a 1.01 a fost evaluatd si printr-un test de inhibitie n
ImmunoCAP, in care serul pacientior a fost preincubat cu rAmb a 1.01 si extract de polen si
apoi a fost testat pentru legarea IgE de alergenul Amb a 1 natural aflat pe ImmunoCAP. in
urma acestei evaluéarii s-a observat un potential ridicat de inhibitie a legarii IgE de catre rAmb a
1.01 sugerand ca fie ImmunoCAP-ul cu nAmb a 1 contine cantitati mari de Amb a 1.01, fie ca
pacientii sunt in principal sensibilizati la aceastad izoforma. In orice caz, aceasta izoforma
recombinata s-a dovedit a fi un candidat potrivit pentru diagnosticul alergiei la ambrozie, dar
sunt necesare studii mai detaliate care sa includa alte izoforme ale alergenului major Amb a 1.

Studiul acesta reprezinta prima raportare a obtinerii izoformei Amb a 1.01, izoforma
Amb a 1 cu cea mai mare activitate alergenica, ca proteina recombinata functionala si corect
pliata cu caracteristici comparabile cu alergenul natural, devenid astfel o resursa valoroasa

pentru imbunatatirea diagnosticului alergenic molecular.

PRODUCEREA $I CARACTERIZAREA ALERGENULUI RECOMBINAT AMB A 8 DIN
POLENUL DE AMBROZIA

Profilele de sensibilizare IgE ale pacientilor alergici la polen de ambrozie au prezentat
frecvent pe langa alergenul major Amb a 1 si semnale corespunzatoare altor alergene. Unul

dintre aceste semnale este cel de la nivelul masei moleculare de 14 kDa si ii este atribuit



8

profilinei Amb a 8. Astfel ca scopul acestui studiu a fost determinarea importantei clinice a
Amb a 8. Dar, pentru o mai buna identificare a relevantei clinice este nevoie de testarea
individuala a pacientilor la acest alergen lucru posibil prin producerea lui ca proteina
recombinata. De asemenea, facand parte din familia profilinelor, Amb a 8 prezinta un grad
Tnalt de identitate structurala cu alte proteine din acesta familie, astfel ca acest studiu si-a
propus si identificarea reactivitatii incrucisate cu extracte si profiline din alte surse alergenice.
In plus, acest studiu a vizat si determinarea epitopilor de legare IgE ai Amb a 8, necesari
pentru studiile viitoare orientate spre dezvoltarea de imunoterapii alergenice pentru alergia la
polenul de ambrozie sau mai mult, pentru alergia la profiline.

Deoarece este o proteina mica si relativ simpla din punct de vedere structural, alergenul
recombinat Amb a 8 (rAmb a 8) a fost produs folosind sistemul de expresie proteica bazat pe
celule E. coli. Pentru ca in timpul expresiei rAmb a 8 a format corpuri de incuziune a fost
nevoie de o izolare si o purificare in conditii denaturante, folosind o cantitate mare de uree,
care a fost ulterior eliminata prin dializare. Proteina astfel obtinuta a fost testata in SDS-PAGE
si a prezentat o masa moleculara (aprox. 15 kDa) similara cu cea prezentata in literatura, lucru
sustinut si de evaluarea MALDI-TOF. De asemenea, aceste teste au aratat ca alergenul rAmb
a 8 prezinta dimeri, lucru observat si la alte profiline, inclusiv la cele naturale ceea ce
demonstreaza ca aceasta dimerizare nu este cauzata de obtinerea recombinata a alergenului.
Determinarea dicroismului circular a evidentiat faptul ca rAmb a 8 prezinta o pliere corecta.

Alergenicitatea proteinei rAmb a 8 a fost determinata in urma testarii reactivitatii IgE
prin metoda ELISA, folosind ser de la 255 pacienti alergici la polen de ambrozia. Acest alergen
si-a pastrat statutul de alergen minor cu o frecventd de 27.17%, in schimb a prezentat o
activitate alergenica importanta inducand eliberarea de mediatori chimici la 5 din cei 6 pacienti
testati, cu o intensitate asemanatore sau chiar mai ridicata decat cea indusa de alergenul
major Amb a 1. Aceste rezultate arata ca rAmb a 8 este capabil sa provoace o degranulare
puternica a bazofileor si astfel sa induca simptome alergice, insa natura acestor manifestari
clinicie nu poate fi determinatd cu exactitate deoarece pacientii au fost sensibilizati si la
alergenul major Amb a 1. Cu toate acestea, acest alergen prezinta relevanta clinica in
populatia alergica inclusa in acest studiu.

Cunoscuta ca o proteina cu structura Tnalt conservata, Amb a 8 a prezentat un grad
pelinarita (Art v 4), mesteacan (Bet v 2) si timoftica (Phl p 12).

Toate aceste caracteristici imunologice au condus la necesitatea de a caracteriza mai

amanuntit alergenului Amb a 8 inclusiv localizarea epitopilor de legare a IgE. Astfel ca au fost
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proiectate si sintetizate 5 peptide de aproximativ 24-35 aminoacizi care acopera intreaga
secventa de aminoacizi a Amb a 8. Aceste peptide au fost testate cu ser de la pacienti alergici
la Amb a 8 si s-a observat ca nu au reactivitate IgE, sugerénd ca acest alergen nu prezinta
epitopi liniari. Ulterior, peptidele au fost conjugate cu o proteina ,carrier” — KLH si injectate la
iepuri. Serurile de iepuri anti-peptide au fost apoi testate din punct de vedere al legarii de
alergenul intreg pentru ca mai apoi sa fie folosite in testele de inhibitie a legarii IgE. O parte
din aceste seruri au aratat un potential ridicat de inhibitie, sugerand ca Amb a 8 are in principal
epitopi conformationali. De remarcat este ca serurile de iepure produse pentru doua dintre
peptidele de Amb a 8 au prezentat un potential ridicat de inhibitie IgE (aproximativ 80%),
reprezentand candidate importante pentru o viitoare imunoterapie moleculara.

In concluzie, profilina Amb a 8 a fost produsa cu succes in celule de E. coli, avand
caracteristici fizico-chimice si imunologice care sugereaza ca este un alergen functional, cu o
pliere corectd. Aceasta poate reprezenta un element important in diagnosticul si terapia

alergiei la polenul de ambrozie, insa sunt necesare cercetari mai amanuntite.
CONCLUZII SI CONTRIBUTII PROPRII

Toate obiectivele stiintifice stabilite pentru acest studiu au fost realizate cu succes,
Acest studiu a evidentiat ca sensibilizarea la polenul de ambrozia este eterogena si complexa,
implicand 19 profile diferite de reactivitate IgE. Analizele simptomelor clinice au aratat ca
pacientii cu profile de sensibilizare mai complexe sunt predispusi sa prezinte simptome
alergice mai severe. in cadrul studiului, cele doua izoforme ale Amb a 1, si anume nAmb a
1.01 si rAmb a 1.03, au prezentat tipare de inhibitie diferite, sugerand ca reactivitatile lor IgE
sunt distincte. De asemenea, desi Amb a 1 este considerat alergenul major al polenului de
ambrozia, nu este singurul responsabil pentru inducerea simptomelor alergice. Acest fapt
subliniaza ca Amb a 1, desi important, nu este suficient pentru un diagnostic complet si pentru
0 imunoterapie de precizie pentru alergia la ambrozia, iar alergene precum Amb a 11, Amb a
4, Amb a 8 si Amb a 8, ar trebui sa fie luate in considerare pentru un management adecvat al
alergiei la polenul de ambrozia.

De asemenea, cea mai alergenica izoforma a alergenului major Amb a 1 a fost produsa
Cu succes ca proteina recombinata in celule de insecte. Aceasta prezinta caracteristici fizico-
chimice si imunologice similare cu cele ale izoformei naturale, avand o reactivitate IgE de 99%
si o activitate alergenica intensa. in acelasi timp, profilina Amb a 8 a fost produsa eficient in
celule de Escherichia coli si a prezentat in cadrul populatiei studiate caracteristicile unui

alergen relevant clinic, cu o frecventa IgE de 27% si o activitate alergenica ridicata. Mai mult,
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Amb a 8 a prezentat un grad ridicat de reactivitate incrucisata cu profiline omoloage din
polenul de pelinarita, mesteacan si timoftica, iar identificarea epitopilor de legare IgE pentru

Amb a 8 a relevat ca acest alergen contine in principal epitopi conformationali.
Contributii proprii

e Procesarea si stocarea probelor serologice obtinute de la pacientii inclusi in studiu si
actualizarea bazei de date a pacientilor cu informatiile obtinute din chestionar (de exemplu,
simptome, alte sensibilizari);

e Realizarea imunobloturilor cu extract de polen de ambrozia si identificarea profilelor de
reactivitate |IgE. Efectuarea imunobloturilor de inhibitie a legarii IgE folosind doua izoforme
ale alergenului major Amb a 1 pentru a determina daca exista alte alergene, in afara de
Amb a 1, implicate in raspunsul IgE al pacientilor la polenul de ambrozia;

e Proiectarea primului model experimental pentru a captura si elimina IgE specific pentru
Amb a 1 din serul pacientilor alergici. Serul a fost apoi testat in testul de activare a
bazofilelor si s-a observat ca celulele RBL incubate cu serul inca degranulau dupa
stimularea cu extract de ambrozia;

e Designul constructelor ADN pentru Amb a 1.01 si Amb a 8 pentru a obtine vectorii necesari
expresiei proteice;

e Expresia, izolarea si purificarea a doua proteine recombinate reprezentand cea mai
importanta izoforma a alergenului major Amb a 1 (una cu un His Tag C-terminal si cealalta
cu un His Tag N-terminal, care a fost eliminat dupa purificare). Este de mentionat ca
aceasta este prima data cand aceasta izoforma alergenica este produsa cu succes ca
proteina recombinata functionald;

e Expresia, izolarea si purificarea profilinei Amb a 8 in celule de E. colj;

e Caracterizarea fizico-chimica si imunologica a alergenelor recombinate obtinute, aratand
ca Amb a 1.01 recombinat este similar cu izoforma naturala si poate fi utilizat cu succes in
viitoarele teste de diagnostic;

e Evidentierea ca in populatia studiului alergenul minor Amb a 8 este relevant din punct de
vedere clinic si ar trebui luat Tn considerare pentru diagnosticul alergiei la ambrozia si
pentru o potentiala imunoterapie;

e Determinarea potentialelor reactivitati incrucisate ale alergenului Amb a 8 cu profilinele
omoloage din cele mai comune surse (mesteacan, timoftica si pelinaritd) de polen din

Timisoara, zona desfasurarii studiului;
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Designul si caracterizarea peptidelor derivate din Amb a 8. Identificarea potentialului de
legare a IgE, de degranulare a bazofilelor si testarea serului obtinut dupa imunizarea
iepurilor pentru a identifica epitopii IgE ai Amb a 8. Aceasta este prima abordare de
cercetare de acest tip si a permis determinarea peptidelor cu cel mai mare potential de
inducere a 1gG blocant, ceea ce reprezinta un pas important in dezvoltarea unei potentiale

imunoterapii.



