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REZUMAT

Bolile alergice sunt probleme de sanatate cu prevalenta in crestere la nivel mondial, in special
in tarile cu stil de viatd occidental. Aceste boli sunt caracterizate printr-un raspuns imun
exagerat la stimuli inofensivi din mediu, cel mai adesea la proteine. in vestul si sudul
Romaniei, polenul de ambrozia a devenit o problema majora de sanatate datorita raspandirii
rapide a plantei, a incarcaturii polinice mari si a alergenitatii crescute a polenului. Obiectivele
acestui studiu au fost sa evalueze rolul a doua alergene minore din polenul de ambrozia in
alergia la polenul ambroziei, enolaza recent descoperitd, Amb a 12 si proteina de transfer lipid
nespecific, Amb a 6. Caracterizarea a necesitat producerea de molecule alergene pure,
cuantificabile. Aceste proteine au fost apoi evaluate in ceea ce priveste proprietatile lor fizico-
chimice, adica determinarea masei moleculare prin spectrometrie de masa, cuantificarea
continutului structurii secundare, formarea agregatelor. in plus, a fost evaluata frecventa de
legare de IgE, precum si alergencitatea la 150 de pacienti alergici la polen de ambrozie.
Anticorpi specifici alergenelor au fost, generati prin imunizarea de iepure pentru a cuantifica
alergenele din extractul de polen de ambrozia. Anticorpii au fost utilizati, de asemenea, pentru
a verifica prezenta unor proteine similare in diverse surse de alergene inhalatorii si alimentare,
care ar putea induce raspunsuri IgE incrucisate. in cazul alergenelor cu relevantd clinicd
crescuta, peptide care acopera secventa alergenei au fost construite pentru a identifica epitopi
comuni intre alergenele apartinand aceleiasi familii. Aceste peptide au fost folosite si pentru
cartarea epitopilor IgE si ca baza pentru dezvoltarea ulterioara a unor imunoterapiilor alergen-

specifice.
Partea generala

Raspunsul imun este Tmpartit in trei raspunsuri celulare care actioneaza impotriva
diferitilor agenti patogeni, raspunsurile de tip | sunt directionate Tmpotriva agentilor patogeni
intracelulari, raspunsurile de tip Il impotriva parazitilor si raspunsurile de tip Ill impotriva
agentilor patogeni extracelulari. Limfocitele T si diferentierea acestora sunt principalii factori
care regleaza acest raspuns imun. Defectiuni ale acestor raspunsuri celulare conduc la
dezvoltarea bolilor alergice si autoimune. Distinctia dintre diferitele fenotipuri ale acestor

tulburari a condus la definirea a noua tipuri de raspunsuri de hipersensibilitate. Pe baza
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principalelor mechanisme care raspund la antigen, hipersensibilitatile de tip I-1ll sunt definite
ca raspunsuri pe baza de anticorpi, tipurile IVac sunt definite drept raspunsurile celulare, tipul
V si VI sunt raspunsuri tisulare la antigene, in timp ce tipul VII rezultd din contactul direct cu
antigenul. Mecanismele implicate in diferitele tipuri de hipersensibilitate induc manifestarilor
bolilor alergice. Cu toate acestea, reactia imuna crescuta fatd de proteine inofensive din mediu
este adesea rezultatul interactiunii dintre raspunsul de hipersensibilitate de tip || mediat de
anticorpii de imunoglobulind E (IgE) si raspunsul de tip Vb prin diferentierea limfocitelor T n
de celulele T helper de tip 2 (Th2). Raspunsul alergic este impartit in doua faze, faza de
sensibilizare si faza efectoare. In faza de sensibilizare antigenul este preluat de celulele
prezentatoare de antigen (APC) si prezentat celulelor T. Sub stimulare cu citokine de tip 2,
adica IL-4, limfocitele T se diferentiaza in celule T helper de tip 2. Acestea la randul lor
prezinta antigenul celulelor B si, sub stimularea cu IL-4 si IL-13, induc o schimbare de clasa a
celulelor B. Aceasta schimbare de clasa induce diferentierea celulelor B in plasmocite
producatoare de anticorpi IgE. Anticorpii IgE se pot lega de receptorul de mare afinitate pentru
IgE (FceRI) de pe suprafata celulelor efectoare — bazofile si mastocite — rezultand in
sensibilizarea lor fatd de antigen. A doua faza a raspunsului alergic este faza efectoare. in
aceasta faza, antigenul este acum recunoscut de catre celulele efectoare ca un alergen.
Odata ce alergenul se este recunoscut de IgE de pe suprafata bazofilelor si a mastocitelor,
acesta declanseaza cross-linking-ul FceRI si eliberarea de mediatori inflamatori care induc
simptomele asociate cu boalile alergice. Receptorul de IgE cu afinitate scazuta (CD23) joaca
un rol important in reglarea raspunsului alergic, in special in alergiile alimentare, prin prezenta
sa la suprafata celulelor epiteliale intestinale. Receptorul poate transporta complexe formate
din anticorpi IgE si alergene prin bariera epiteliala, unde se poate lega de bazofile si mastocite
sensibilizate care declanseaza un raspuns inflamator.

Bolile alergice sunt adesea un raspuns la proteinele din mediu, spre exemplu acarienii
de praful de casa, polenuri si veninurile de insecte. Manifestarile clinice ale alergiei includ
dermatita atopica, eczema, rino-conjunctivitd alergica si astm alergic, dar si anafilaxia ca
raspuns la anumite alergene alimentare sau veninuri de insecte. Adesea, un istoric familial de
alergii duce la dezvoltarea acestor afectiuni la copii, mai ales daca mama are boala. Acest
efect familial a condus la concluzia ca bolile alergice sunt o interactiune intre factorii genetici si
cei de mediu. Contribuitori importanti in dezvoltarea bolilor alergice includ disfunctii ale barierei
epiteliala, diferentierea celulelor T spre celulele Th2 si producerea de anticorpi IgE. Factorii
genetici care predispun la boli alergice includ polimorfismul unui singur nucleotide in gene care

codifica proteinele implicate in functia de bariera a epiteliului sau moleculele cu rol in
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prezentarea de antigen, spre exemplu mutatii care induc o pierdere a functiei filagrinei. S-a
constatat ca mutatia mentionata anterior predispune la dezvoltarea dermatitei atopice. in plus,
anumite alele ale moleculelor prezentatoare de antigen din complexul major de
histocompatibilitate de clasa a ll-a au fost predispuse la prezentarea anumitor molecule
alergenice, favorizand sensibilizarea faté de alergen. Factorii de mediu au fost, de asemenea,
asociati cu boli alergice, fie prin influentarea directd a componentelor cheie, inducerea
producerii de citokine inflamatorii de tip 2, fie prin distrugerea barierei epiteliale. Indirect,
factorii de mediu pot induce modificari epigenetice care regleaza expresia genelor implicate in
bariera epiteliala si diferentierea celulelor T. Aceste modificari epigenetice sunt compuse din
metilari ale ADN-ului, metilare, acetilare sau ubiquitinare a proteinelor histonice sau microARN
(miARN) care fie cresc sau scad expresia genelor implicate in diferentierea celulelor T prin
aparitia lor in regiunile promotoare. In plus, s-a descoperit ca acestea cresc activarea celulelor
implicate in raspunsul imun alergen, de exemplu eozinfile si celule natural killer. Aceste
metilari de ADN au fost asociate cu dezvoltarea astmului. S-a constatat, de asemenea, ca
mediul matern contribuie la dezvoltarea bolilor alergice la copii. Astmul necontrolat si fumatul
au fost identificati ca factori care predispun la dezvoltarea astmului. Bolile alergice materne ar
crea apoi micromediul imunologic, stimuland raspunsul imun al fatului. Un factor important de
mediu aici a fost alergia materna, in special IgE-ul matern. S-a constatat ca acesti anticorpi
sunt transferati la fat prin intermediul cordonului ombilical, traversénd bariera placentara. Pe
mastocitele fetale, receptorul fetal de IgE cu afinitate scazuta este capabil sa lege IgE, sau
complexe formate din IgE si alergen, inducand astfel sensibilizare la alergen, similar cu
sensibilizarea n alergiile alimentare. Factorii protectori in dezvoltarea bolilor alergice s-au
dovedit a fi infectii microbiene sub-patogene care ar putea induce diferentierea celulelor T spre
celule T helper de tip 1 (Th1). Tn mod similar, imunizarea prenatal& cu imunoterapie alergenica
a fost consideratd a avea un rol protector impotriva dezvoltarii alergiilor. In plus, s-a constatat
ca nutritia materna poate avea un efect protector, incluzand un consumul de fructe si legume
proaspete si iaurt, precum si suplimentarea cu vitamina D si acizi grasi omega-3 in timpul
sarcinii.

Bolile alergice prezinta o progresie de la simptome cutante, cum ar fi dermatita atopica
sau eczema in copilarie, spre simptome respiratorii, cum ar fi rinita alergica sau astmul n
adolescenta. Acestea sunt insotite de sensibilizarea IgE fatd de alergene alimentare in
copilarie si alergene respiratorii la adolescenta si la varsta adultd. Aceasta progresie este
cunoscuta ca mars atopic. Cu toate acestea, au fost identificate sapte traiectorii diferite luand

in considerare debutul, severitatea, persistenta si co-aparitiei simptomelor cutanate si
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respiratorii si a sensibilizarii IgE. Se considera ca sensibilizarile apar in ordinea intalnirii cu
alergenele. Prin urmare, in copilarie, sensibilizarea apar ca raspuns la proteine din oul de
gaina si laptele de vaca. Sensibilizarile alimentare incep sa scada in la varsta scolarizarii, fiind
inlocuite cu sensibilizari la alergene respiratorii. Sensibilizarea la acarienii din praful este
printre primele sensibilizari respiratorii care apar in copilarie. La varsta scolarizarii incep sa
apara sensibilizarile la polen, care duc la simptome de rinita alergica si astm bronsic in
adolescenta. Sensibilizarile multiple sunt adesea asociate cu simptome mai severe sau mai
persistente. Sensibilizarea timpurie la anumite molecule de risc, precum Fel d 1 din scuame de
pisica sau Phl p 4 din polenul de timoftica, actioneaza ca indicatori ai alergiei respiratorii in
adolescenta.

Alergia la polenul ambroziei a devenit o problema de sanatate din ce in ce mai mare in
arealul de raspandire a acestei plante. Utilizarea redusa a suprafetelor agricole, pe langa
schimbarile climatice si urbanizarea, au contribuit la o mai mare dispersie si o disponibilitate
mai mare de habitate pentru aceasta specie invaziva. in plus, cresterea temperaturilor si
poluarea contribuie la o productie mai mare de polen cu alergenitate crescuta. Diferite scenarii
de schimbari climatice prevad extinderea speciei mai la nord si spre altitudini mai mari,
rezultand intr-o expunere prelungita la acest polen, cresterea sensibilizarii IgE si simptome
mai persistente si severe in randul pacientilor deja sensibilizati. in plus, s-a descoperit ca
poluarea actioneaza ca un depozit si purtator de alergeni. Un nivel crescut de NO2 poate
induce si expresia crescuta a unor alergene. Tn polenul de ambrozie, au fost identificati pana in
prezent unsprezece alergene. Amb a 1 si Amb a 11 sunt considerate alergene majore prin rata
lor de legare a IgE. Printre alergenele minor, polcalcinele Amb a 9 si Amb a 10, profilina Amb
a 8 si proteina de transfer lipid nespecific Amb a 6 sunt considerate pan-alergene, datorita
prevalentei lor in multiple tesuturi si specii de plante. Prin urmare, aceste proteine prezinta
grade diferite de reactivitate incrucisata, in special cu omologii din polenul de artemisia. Desi
studiile anterioare au considerat cd Amb a 1 ar fi suficient pentru diagnosticul si tratamentul
precis al alergiei la polenul ambrozia, descoperirile recente evidentiaza ca pana la 10% dintre
pacientii alergici la ambrozia nu prezinta IgE specific fatd de acest alergen. Pacientii alergici la
ambrozia prezinta diferite pattern-uri de sensibilizare IgE, in care un numar mai mare de
simptome sau simptome mai severe (astm bronsic) sunt asociate cu sensibilizarea la Amb a 1
mpreuna cu alte alergene. Investigarea profilurilor de sensibilizare IgE in alergia la polenul de
ambrozia prin intermediul diagnosticului molecular ar oferi mai multe informatii asupra rolului
alergenelor individuale. Diagnosticul molecular ar oferi posibilitatea de a identifica

sensibilizarea la posibilele molecule de risc in bolile alergice, care ar putea anticipa progresia
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bolii. Testarea reactivitatii IgE fata de componente individuale ar putea facilita distinctia intre
sensibilizare genuina si cea datorata reactivitatii incrucisate indusa de pan-alergene. Un alt
beneficiu include posibilitatea unui tratament personalizat al alergiei pe baza profilurilor de
sensibilizare, a indicatiilor de prescriere a imunoterapiei alergenice si a monitorizarii productiei
de anticorpi protectori in urma administrarii imunoterapiei alergenice.

Expunerea plantei la niveluri crescute de NO2z a indus la expresia crescuta a unui nou
alergen cu identitate de secventa mare cu enolaza din arborele de cauciuc, Hev b 9. Enolaza
este o enzima implicata in glicoliza, indicand importanta conservarii secventei acesteia pentru
a-si mentine functia. Identitatea de secventa intre diferite enolaze alergene a fost relativ mare,
60% intre enolaze de plante, animale si enolaze fungice. S-a constatat cad domeniul enolazei
este conservat intre Amb a 12 si omologii din arborele de cauciuc, tonul galben si gandacul de
bucatarie. Aceste identitati s-au reflectat in filogenie, enolazele vegetale si animale formand o
clada separata de enolazele fungice. Astfel, enolazele au fost gasite ca alergene cu
reactivitate incrucisata crescuta in alergiile la mucegai, cu Alt a 6 din Alternaria alternata si
Asp f 22 din Aspergillus fumigatus ca alergene importante. Enolaze alergenice au fost gasite si
in ton Thu a 2, in gandacul de bucatarie Per a si in arborele de cauciuc, Hev b 9. Rata de
sensibilizare IgE la enolaze a fost scazuta in aceste surse de alergene fiind intre 14% si 30%.
Au fost detectate rate mai mari de sensibilizare in anumite grupuri de pacienti, spre exemplu
30% sensibilizare IgE la Pen ¢ 2 in randul pacientilor astmatici. In plus, anticorpii impotriva
enolazelor au fost implicati in dezvoltarea bolilor autoimune.

Proteina de transfer lipid nespecific (nsLTP), Amb a 6 este o proteina implicata in
apararea plantei de patogeni. Aceasta familie de proteine a fost implicata in inducerea de
simptome severe in regiunea mediteraneana, in mare parte prin sensibilizarea la Pru p 3 din
piersica. Structura proteinei este stabilizata prin punti disulfurice, conferind rezistenta la
tratament termic si digestie enzimaticd. Aceasta stabilitate structurala a fost considerata
responsabila pentru inducerea simptomelor severe in aceasta familie de proteine. nsLTP se
gasesc in majoritatea tesuturilor plantelor si sunt considerate responsabile pentru inducerea
reactiilor incrucisate de IgE, in special in randul diferitelor specii de Rosaceae. Aceste proteine
sunt alergene majore atat in alergiile alimentare, cat si in cele respiratorii, Pru p 3 din piersica
si Par j 1, Parj 2 in polenul de parachernita (Parietaria judaica). In aceste surse, sensibilizarea
a fost asociata cu inducerea de simptome severe, de la anafilaxie la astm. De asemenea, Tri a
14 din faina de grau a fost asociata cu dezvoltarea unei alergii profesionale, astmul brutarului.
Severitatea reactiei fatda de nsLTP poate fi influentatd de anumiti cofactori, cum ar fi

medicamentele antiinflamatoare nesteroidiene sau exercitiile fizice. Identitatea de secventa
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intre diferitele nsLTP este sub nivelul asteptat pentru a induce reactii IgE incrucisate, intre
30% si 50%. ldentitatea de secventa este mai mare Tn randul speciilor de plante strans
inrudite, precum piersicd, mar, cireasa si aluna. Intr-un studiu de cohorta din ltalia, rata de
sensibilizare fatd de nsLTP a fost de aproximativ 28% in randul pacientilor cu alergie
alimentara sau respiratorie. nsLTP din piersica a fost cel mai frecvent alergen sensibilizant in
alergiile alimentare si Par j 2 la pacientii cu astm alergic. in timp ce Amb a 6, nsLTP din
Helianthus annuus si parachernita formeaza o clada, Art v 3 din artemisia nu se formeaza un
grup cu celelalte nsLTP de polenul de buruieni. Foarte putine regiuni din secventa proteinelor
apar conservate intre diferitele nsLTP-uri alergene, reziduurile de cisteina prezentand un grad
ridicat de conservare. Atat Amb a 6, cat si Amb a 12 au fost descrisi ca alergene din polenul
de ambrozia, insa o caracterizare aprofundata a acestor alergene, precum si asocierea
sensibilizarii fata de aceste alergene cu caracteristicile clinice lipsesc.

Raspandirea ambroziei, cresterea alergenitatii polenului si importanta diagnosticului
molecular in diagnosticul si tratamentul personalizat al pacientilor alergici evidentiaza
importanta investigatiei rolului pe care il joaca enolaza si nsLTP din ambrozia in alergia la

polenul de ambrozia
Parte speciala
Caracterizarea fizico-chimica a alergenelor recombinante

O conditie pentru investigarea relevantei alergenelor individuale intr-o sursa aerlgenica este
disponibilitatea de alergene pure, cuantificabile. Acest lucru poate fi realizat prin productia de
alergene recombinat. Prin urmare, enolaza si nsLTP din polenul de ambrozia recombinate au
fost produse in diferite sisteme de expresie proteica. Constructul genic pentru ambele proteine
a inclus o sase histine la capatul N-terminal pentru a facilita purificarea si identificarea
acestora. Amb a 12 a fost produs in celule procariote de Escherichia coli (eAmb a 12), precum
si in celule eucariote de insecte Spodoptera frugiperda Sf9 (iAmb a 12). Amb a 6 a fost produs
cu succes intr-un sistem de expresie eucariot (drojdii), iar numarul mare de cisteine in
secventa proteinei a indicat adecvarea sistemul de expresia eucariot, adica celulele Sf9 (rAmb
a 6). Experimte de expresie la scara mica au fost efectuate pentru a determina conditiile
optime de producere a proteinelor, eAmb a 12 dupa expresie peste noapte, iar iAmb a 12 si
rAmb a 6 au fost obtinute dupa incubare timp de 96 de ore cu stocul baculoviral. Proteinele au
fost izolate si purificate utilizdnd cromatografia de afinitate. Greutatea moleculara a proteinelor,
puritatea lor si formarea de oligomeri au fost verificate pe SDS-PAGE. Ambele proteine au

format dimeri pe SDS-PAGE atunci cand au fost separate in conditii nereducatoare. Amb a 12
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a migrat aproape de 55 kDa si Amb a 6 in jur de 15 kDa in conditii reducatoare. Structurile
identificate drept dimeri prin imunoblotting pentru detectarea histinelor N-terminale au migrat
aproape de 130 kDa pentru Amb a 12 si aproape de 28 kDa pentru rAmb a 6. Legarea de IgE
a proteinelor produse a fost testata prin imunoblot cu ser de la pacienti reactivi. Forma
monomerica a eAmb a 12 si iAmb a 12 au indus legarea IgE pe imunoblot in urma migrarii in
conditii reducatoare. rAmb a 6 a indus o legare mai puternica a IgE prin separarea in conditii
nereducatoare, indicadnd astfel existenta epitopilor conformationali. Masa moleculara a
proteinelor a fost determinta prin spectrometri de masa. Astfel, eAmb a 12 avea 48.8 kDa,
iIAmb a 12 avea 48,9 kDa iar rAmb a 6 avea 10,9 kDa. Aceste mase corespund masei
determinatd pe baza secventei de aminoacizi. Filtrarea pe gel a confirmat formarea de dimeri
pentru iAmb a 12 si rAmb a 6. n ceea ce priveste continutul de structuri secundare, proteinele
au fost alcatuite Tn mare parte din structuri alfa-helix, adica 32% pentru iAmb a 12 si 54%
pentru rAmb a 6. eAmb a 12. a avut o proportie mai mare de foi beta, care nu a fost in
concordanta cu structura enolazei de referinta sau a modelului 3D generat pe baza secventei
de aminoacizi. Activitatea enzimatica a fost crescuta pentru enolaza de referinta, urmata de
IAmb a 12, iar cea mai scazuta activitatea enzimatica a fost obtinutd cu eAmb a 12. Formarea
dimerilor a fost identificata ca un factor important in activitatea enzimatica a enolazelor,

contribuind rezultatele activitatii enzimatice obtinute cu iAmb a 12.

Frecventa de legare a IgE si posibilele surse de alergen cu reactivitate incrucisata
Legarea de IgE a fost determinata prin metoda ELISA (pentru enolaze) si ImmunoCAP
(nsLTP) in randul a 150 de pacienti alergici la polenul de ambrozia. Frecventa de legare IgE in
randul a 150 de pacienti alergici la polen de ambrozia a fost de 15% pentru eAmb a 12 si 19%
pentru iAmb a 12, in timp ce rAmb a 6 a lega IgE la 30% din pacientii alergici la ambrozie.
Astfel, ambele alergene pot fi considerate alergene minore pe baza frecventei lor de legare de
IgE. Nivelurile de IgE au fost relativ scazute fatd de enolaza de polenul de ambrozia, in timp
ce rAmb a 6 a indus niveluri ridicate de slgE care au fost comparabile cu nivelurile induse de
alergenul major Amb a 1 pentru unii dintre pacienti. Imunizare de iepuri cu alergenele
recombinate au indus obtinerea de anticorpi IgG specifici pentru alergene. Acesti anticorpi au
fost apoi folositi pentru identificarea unor proteine similare in extracte alergenice de polen
(ambrozia, artemisia, mesteacan, timofitica, maslin si parachernitd) sau alimente (coaja si
pulpa de mar, banana, kiwi, coaja si pulpa de piersica, arahide si faina de grau). Anticorpii 1I9G
de iepure specifici pentru Amb a 12 au raspuns in imunoblot la majoritatea extractelor

alergenice de polen si alimente, cu exceptia fainii de grau. In ELISA raspunsul a fost similar,
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inclusiv faina de grau inducénd un raspun IgG, insa raspunsul a fost mai scazut fatd de
alimente decéat fata de extractele polinice. Pentru investigarea relevantei clinice a acestor
posibile reactivitati incrucisate, extractele alergenice de polen si de alimente au fost testate in
ceea ce priveste capacitatea lor de a inhiba legarea de IgE fata de eAmb a 12 si iAmb a 12
utilizand serul de la cinci pacienti reactivi la enolaza prin metoda ELISA. Tn special extractul de
pulpa de piersica si extractul de kiwi au reusit sa inhibe ntre 30% si 44% din legarea IgE fata
de iAmb a 12 si eAmb a 12. Inhibarea legarii IgE fata de enolazele din ambrozia folosind
extracte de alergen de polen a fost aproape de 0%. Acest lucru ar putea fi atribuit unei
concentratii scazute a enolazelor in extractele de polen. Inhibarea IgE a aratat totusi diferente
individuale intre pacienti, la un pacient extractul de arahide reusind sa inhibe pana la 60% din
legarea IgE fata de enolaza din ambrozia. Spre deosebire de co-recunoasterea extinsa a
enolazelor intre diferitele extracte alergenice, IgG specific pentru rAmb a 6 a fost detectat doar
fatd de rAmb a 6, Par j 2 si extractul de polen de ambrozia. O reactivitate similara a IgG a fost
obtinuta cu serul specific pentru Par j 2 si alergenele anterioare. Acesti anticorpi de iepure au
reusit sa inhibe in medie 72% din legarea IgE fata de rAmb a 6 la doisprezece pacienti reactivi

la nsLTP, inhibarea IgE variind intre 35% si 95%, in functie de titrul anticorpilor IgE.
Alergenicitate si asociere cu caracteristici clinice

Activitatea alergenica a proteinelor recombinante a fost de asemenea testata in ceea ce
priveste eliberarea de mediatori (B-hexosaminidaza) indusa de alergeni in bazofile leucemice
de sobolan umanizate (huRBL) incarcate cu ser de pacienti reactivi la enolazd sau nsLTP.
Celulele au fost stimulate si cu alergenul major, nAmb a 1.01. Stimulare cu Amb a 12 a indus
un nivel scazut de eliberare de B-hexosaminidaza, depasind 30% doar la doi dintre cei zece
pacienti testati. Nu au fost observate diferente intre eAmb a 12 si iAmb a 12. nAmb a 1.01 a
reusit s induca pana la 90% eliberare de B-hexosaminidaza la patru dintre pacientii testati.
Activitatea alergenica a fost evaluata si in urma stimularii cu rAmb a 6 si Par j 2 (ca nsLTP cu
potential de reactivitate incrucisata) a celulelor huRBL incarcate cu serul de la opt pacienti
reactivi la nsLTP. rAmb a 6 a reusit sa@ induca pana la 100% eliberare de B-hexozaminidaza la
unul dintre pacientii reactivi si pana la 40% la un pacient care a fost negativ fatd de nAmb a
1.01. La cinci dintre pacientii testati, eliberarea de 3-hexozaminidaza ca raspuns la rAmb a 6 a
fost mai mare decét cea indusa de stimularea cu alergenul major nAmb a 1,01. Par j 2 nu a
indus eliberare de B-hexosaminidaza la niciunul dintre pacientii reactivi la rAmb a 6 testati.

De asemenea, a fost investigata asocierea reactivitatii fatd de enolaza si fatd de nsLTP

din polenul de ambrozia cu alte caracteristici clinice, precum diagnosticul, simptomele
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raportate, numarul de simptome sau alte sensibilizari. Nu au existat diferente semnificative in
ceea ce priveste simptomele raportate legate de reactivitatea la Amb a 12 sau Amb a 6,
simptome nazale si oculare fiind cel mai frecvent raportate. Simptome cutanate au fost
raportate mai frecvent in randul pacientilor reactivi la Amb a 12, diagnosticul de urticarie
aparand intr-o proportie mai mare a pacientilor reactivi la Amb a 12 (10.34% fata de 4.13%).
Prevalenta crescuta a simptomelor cutanate in randul pacientilor sensibilizati la Amb a 12 ar
putea indica o cale diferita de sensibilizare prin piele, asa cum a fost sugerat pentru Der p 11,
considerat un marker pentru dermatita atopica la pacientii alergici la acarienii de praful de
casa. Rinoree si wheezing au fost raportate mai frecvent in randul pacientilor reactivi la rAmb
a 6. Astfel, pacientii reactivi la rAmb a 6 au avut tendinta de a raporta mai frecvent simptome
astmatice pe langa cele nazale si oculare (48.8% fatd de 35.24%). Diferentele nu au fost
semnificative statistic.

Proportia mai mare de simptome cutanate in randul pacientilor reactivi la Amb a 12 ar fi
putut rezulta si dintr-o prevalentda mai mare a alergiilor alimentare in randul pacientilor reactivi
la enolaza (patru pacienti din randul pacientilor reactivi la Amb a 12 si doar unul din grupul
celor nereactivi la Amb a 12). Cu toate acestea, nu a putut fi identificat un alergen alimentar
anume care sa fie comun pentru toti cei patru pacienti alergici la alimente, ceea ce
ingreuneaza identificare unei surse comune de reactivitate incrucisata. In randul alergenelor
inhalatorii, nu a fost identificata o sursa care sa induca reactivitatea incrucisata cu Amb a 12.
in ciuda reactivitatii incrucisate identificate printre nsLTP neinrudite, doar unul dintre pacientii
alergici la alimente a prezentat reactivitate la rAmb a 6. Identitatea de secventa scazuta cu alte
nsLTP alergenice, absenta eliberarii de B-hexosaminidazd indusa de Par j 2, precum si
probabilitatea scazuta de inducere a alergiei alimentare in randul pacientilor reactivi la nsLTP,
sugereaza specificatatea acestui alergen in alergia la polen de ambrozia. De asemenea,
nivelurile ridicate de sIgE si eliberarea de B-hexosaminidaza in randul pacientilor reactivi la

rAmb a 6 subliniaza relevanta clinica nsLTP in alergia la polenul de ambrozia.

Cartarea epitopilor IgE folosind peptide derivate din Amb a 6

Relevanta clinica crescuta a alergenului Amb a 6 a determinat aprofundarea
investigatilor privind identificarea situsurilor de legare a IgE. Prin urmare, au fost construite
patru peptide care sa acopere secventa alergenului Amb a 6, excluzand regiunile hidrofobe.
Peptidele au fost conjugate cu KLH pentru a induce anticorpi specifici pentru peptid prin
imunizarea a doi iepuri. Capacitatea de legare de IgE a acestor peptide a fost investigata

impreuna cu capacitatea lor de a induce eliberarea de B-hexosaminidaza in huRBL incarcate
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cu ser de la pacienti reactivi la Amb a 6. Peptidele nu au aratat legarea de IgE in randul celor
sapte pacienti reactivi la nsLTP testati. Doar cele doua peptide de la capatul C-terminal, A6-3
si A6-4, au prezentat o usoara reactivitate IgE la doi dintre pacientii testati. Aceasta reactivitate
a fost mult mai mica decat cea indusa de rAmb a 6. Nici peptidele neconjugate, nici cele
conjugate nu au indus eliberare de B-hexozaminidaza in randul celor sase pacienti reactivi la
rAmb a 6 testati. Doar peptidul de la capatul N-terminal, A6-1, a indus de B-hexosaminidaza la
cea mai mare concentratie, insa aceasta se poate datora solubilizarii peptidului in acid formic,
care sa fi indus lizarea celulelor. Reactivitatea IgG al serului specific pentru peptide a fost
testat fatd de rAmb a 6. De asemenea, reactivitatea IgG a acestuia a fost investigat fata de
doua alergene cu potential de reactivitate incrucisata: Art v 3, nsLTP din artemisia si Par j 1
din polenul parachernita. Serul specific pentru Amb a 6 a aratat o reactivitate 1gG ridicata fata
de Par j 1 si fatda de peptidele A6-2 si A6-4. Serul specific pentru peptida A6-1 a aratat
reactivitate 1gG fata de Par j 1 si cel pentru A6-4 fata de Art v 3. A fost investigata capacitatea
acestor anticorpi specifici pentru peptide de a inhiba legarea IgE in randul a saisprezece
pacienti reactivi la Amb a 6. Inhibarea legarii IgE cu serului specific pentru peptid folosit
individual sau in combinatii a multor seruri specifice pentru peptid nu a ajuns la nivelul inhibarii
obtinutéd cu serul specific pentru alergen (inhibarea maxima cu ser specific pentru alergen
90.6% fata de cea cu combinatie de ser specific pentru peptide 44.4%). Acest lucru ar putea
indica prezenta unor epitopi conformationali care nu au fost acoperiti de peptidele secventjale.

Concluzii

Enolaza si nsLTP de polenul de ambrozia au fost produse ca proteine recombinate.
Proteinele purificate au avut strucura secundara corespunzatoare si au reusit sa lege IgE n
randul pacientilor cu diagnostic de alergie la polen de ambrozia. Ambele alergene pot fi
considerate alergene minore pe baza frecventei de recunoastere a IgE. Cu toate acestea, s-au
observat diferente in ceea ce priveste alergenitatea lor. Amb a 12 a avut doar o capacitate
redusa de a declansa eliberarea de mediator in huRBL incarcate cu ser de la pacientii alergici.
ldentitatea secventei cu alte enolaze alergenice a fost ridicatd pentru Amb a 12. Astfel,
proteinele cu masa moleculara similara cu Amb a 12 au fost detectate in majoritatea
extractelor alergenice de alimente si de polen testate, extractele din pulpa de piersici si kiwi
prezentand cea mai mare capacitate de inhibare a legarii de IgE de Amb a 12. Asocierea cu
caracteristicile clinice a relevat faptul ca o proportie mare de pacienti cu alergii alimentare au
avut reactivitate IgE fatd de Amb a 12, desi nu a fost identificatd nicio sursd comuna de

alergene alimentare pentru toti pacientii reactivi. Acest lucru ar fi in concordanta cu diferentele
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individuale gasite in inhibarea legarii IgE folosind extracte alergenice. Pacientii reactivi la Amb
a 12 au fost mai des diagnosticati cu urticarie, ceea ce s-ar putea datora prevalentei mai mari
a alergiei alimentare la acesti pacienti. Amb a 6 produs in celule de insecte a fost o proteina cu
continut crescut de foi alfa-helix. Proteina separata in conditii nereducatoare a aratat o legare
mai buna de IgE decat in conditii reducatoare, indicand prezenta unor epitopi IgE
conformationali. Acest lucru a fost sustinut de rezultatele obtinute cu serurile specifice pentru
peptide. Frecventa de legare a IgE a confirmat ca Amb a 6 este un alergen minor, totusi testul
de alergenicitate si nivelurile de sIgE comparabile cu cele pentru alergenul major Amb a 1 in
randul catorva pacienti sensibilizati au sustinut relevanta clinica a alergenului Amb a 6 in
alergia la polenul de ambrozia. Serul de iepure specific pentru Amb a 6 a a avut reactivitate
lgG scazuta fata de alte extracte alergenice, avand totusi un raspuns fata de alergenul din
parachernita. Reactivitatea fata de nsLTP din parachernitd nu a fost detectatd in testul
functional, celulele incarcate cu ser de la pacientii reactivi la Amb a 6 nu degranulat dupa
stimulare cu Par j 2. Spre deosebire de alte studii, care au raportat reactivitate incrucisata intre
nsLTP-uri alimentare si din polen, doar un pacient reactiv la Amb a 6 a fost alergic la alimente.
De asemenea, reactivitatea IgG fata de Art v 3 din polenul de artemisia a fost scazuta.
Peptidele derivate din Amb a 6 nu au indus eliberarea de B-hexosaminidaza in huRBL si nici
legare de IgE. Astfel, Amb a 6 pare a fi un nsLTP specific polenului din ambrozia, prezentand
reactivitate IgE ridicata, capabil sa induca eliberarea de mediatori. Inhibarea legarii de IgE cu
ser specific pentru peptide nu a depasit jumatate din cea obtinuta al ser specific pentru Amb a
6 indicand prezenta epitopilor conformationali.

Rolul Amb a 12 ca alergen minor la polenul ambroziei a fost confirmat in acest studiu,
precum si potentialul sau de reactivitate incrucisata cu mai multe proteine alimentare. Desi
Amb a 6 a fost identificat ca un alergen important in cadrul acestei cohorte de pacienti alergici
la polen de ambrozia, testarea reactivitatii intre diferite populatii ar oferi informatii suplimentare
privind relevanta clinica a acestui alergen. Studiul ar fi putut beneficia, de o caracterizare
structurala mai detaliata a alergenilor, spre exemplu prin masurarea spectrului UV apropiat
pentru a obtine informatii despre structura lanturilor aromatice si structura tertiara si cuaternara
a proteinei. Tn plus, studiile de cristalografie ar putea oferi o caracterizare structurala precisa a
proteinei. Construirea unor noi peptide, sa acopere si epitopii conformationali, ar putea oferi
informatii suplimentare despre regiunile de legare a IgE. Identificarea altor alergene relevante
din polenul de ambrozia si a situsurilor de legare IgE ale acestor alergene ar putea constitui
baza pentru dezvoltarea unor AIT-uri de noud generatie bazate pe peptide alergenice.

Dezvoltarea de imunoterapii ar necesita insa testarea suplimentara a sigurantei si eficacitatii
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peptidelor derivate din Amb a 6 incluse in acest studiu, spre exemplu prin teste de proliferare a
celulelor T. Alegerea ulterioara a tuturor peptidelor relevante din punct de vedere clinic care
urmeaza sa fie incluse in dezvoltarea AlT-urilor pe baza de peptide ar necesita, de asemenea,
testarea reactivitatii IgE, a alergenitatii si a capacitati de proliferare a celulelor T a

constructelor peptidice.
CONTRIBUTII PERSONALE

* Revizuirea literaturii privind mecanisele de hipersensibilitate si factorii prenatali in
dezvoltarea bolilor alergice

» Cautarea secventelor de alergene, Blast de proteine similare si constructia de matrici de
identitate si a arborelui filogenetic pentru alergenele din ambrozia analizate

+ Cultivarea de celule Escherichia coli, Spodoptera frugiperda (Sf9) si a bazofilelor leucemice
din sobolan umanizate (huRBL)

* Design de secventa genica pentru productia de alergene recombinante

» Experimente de exprimare la scara mica pentru a determina conditii optime de exprimare

* Transformarea, transfectia, izolarea si purificarea proteinelor recombinate

* Prepararea extractelor alergenice din polen si alimente

 Cuantificarea alergenelor recombinate Tn extractele alergenice

* Imunoblot cu alergenele recombinate

* Testarea activitatii enzimatice a alergenelor recombinante Amb a 12

* Testarea reactivitatii IgE in ELISA, biotinilarea alergenelor recombinante si cuantificarea sIgE
n ImmunoCAP

+ Evaluarea alergenitatii alergenelor recombinante

« Evaluarea asocierii dintre reactivitatea IgE si caracteristicile clinice

 Determinarea prevalentei relative a alergenelor in extractele alergenice

+ Evaluarea proteinelor cu potential de reactivitate incrucisata din extractele alergenice de
polen si de alimente

* Cuplarea cu KLH a peptidelor care acopera secventa alergenului Amb a 6

« Evaluarea reactivitatii IgE si a alergenicitatii peptidelor

+ Testarea reactivitatii incrucisate a serului specific pentru peptide cu proteine de transfer
lipidic nespecific alergenice din artemisia si parachernita

+ Evaluarea inhibarii legarii de IgE a serului specific pentru peptide individuale si combinate



