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Resumen

Durante la ultima década se han realizado estudios de antigenos
en complejo con anticuerpos por técnicas estructurales como
resonancia magnética nuclear (RMN) y difraccion de rayos X.
Hasta el dia de hoy se cuenta con cuatro estructuras cristalinas
de anticuerpos con alérgenos (antigenos causantes de la alergia)
y diversos estudios sobre la perturbacion de desplazamientos
quimicos asociados a la interaccion de alérgenos recombinantes
enriquecidos con isétopos activos en RMN (1°N'y 13C) en presencia
de anticuerpos monoclonales.

En este trabajo se estudiaron las propiedades antigénicas de la
proteina heveina desde un punto de vista estructural. Se analizaron
los estudios previos de ésta, con lo cual disefiamos y probamos
una metodologia para caracterizar la interaccion de heveina con
anticuerpos policlonales sin la necesidad de enriquecer a ninguno
de ellos.

Se asignaron los desplazamientos quimicos en el espectro bidimen-
sional de '"H "H TOCSY, para los 4tomos de hidrégeno de heveina
modificados por la adicién de anticuerpos policlonales tipo IgG pa-
ra individuos sanos y alérgicos.

Se demostro que el reconocimiento de heveina es distinto entre los
dos individuos:

= Para el individuo sano el reconocimiento es en una region rica
en aminodcidos polares cercana al carboxilo terminal.

= Para el individuo alérgico el reconocimiento es en una region
con mas variedad de aminoécidos en el amino terminal.

Ademds, se obtuvo a la heveina recombinante expresada en
Escherichia coli para futuros experimentos con mutantes y se
estandarizé su enriquecimiento con PNy 13C.
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Introduccion

La heveina es una proteina de 43 aminodcidos que fue purificada y cristalizada por primera
vez en 1960, y fue descrita como la proteina mayoritaria en las células laticiferas del
arbol de Hevea brasilensis'. En 1990 se realizé6 una comparacién con otras proteinas
antifingicas similares producidas en heridas de plantas y se reportd su actividad como
lectina (proteina con sitio de reconocimiento a azﬁcares)z, ésto debido a su similitud con
la aglutinina de germen de trigo, una lectina con cuatro dominios similares a heveina?. El
primer estudio estructural se llevé a cabo en 1991 por Rodriguez-Romero y cols., donde se
report6 la estructura cristalografica a 2.8 A de resolucién?, asi también, en 1993 se obtuvo
la estructura tridimensional por medio de resonancia magnética nuclear (RMN), la cual fue
la primera de este tipo depositada en el Protein Data Bank (Clave PDB 1HEV)>. En los
trabajos comentados anteriormente se realizo el estudio de sus propiedades quimicas y de
su estructura. Posteriormente, el interés en la heveina se enfocaria en su actividad como
lectina y sus propiedades alergénicas. El primer estudio de la interaccion de la heveina
con oligosacdridos de N-acetilglucosamina por RMN fue reportado por Asensio y cols. en
1995, en donde se determind que los aminodcidos aromdticos expuestos en la superficie
son los responsables de interaccionar con los azicares®. Las lectinas poseen una gran
relevancia en el estudio de la glicobiologia, pero nuestro interés se enfocara en el estudio
de la lectina heveina como un alérgeno, ya que desde los afios 60 se considera a la alergia al
ldtex como un problema de salud ptiblica’. Sin embargo, fue hasta 1998 cuando se anexé6 a

la proheveina como el sexto alérgeno del latex en la lista del Subcomité de Nomenclatura
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de Alérgenos de la Unidén Internacional de Sociedades Inmunolégicas (IUIS-ANS, por sus
siglas en inglés).

La proheveina es una pro-proteina producida por la planta donde la heveina es el
extremo amino terminal, el cual es cortado durante la maduracién del precursor.
Reportes posteriores demostraron que s6lo la regién amino terminal era responsable
de la alergenicidad que presentaban los dos grupos mds vulnerables al contacto con el
latex, los trabajadores del sector salud y los nifios con espina bifida®!°. El subcomité
de nomenclatura de alérgenos clasifica a la proheveina como Hev b 6 (Hevea brasilensis
mas el numero de registro 6), heveina es denominada Hev b 6.02 y al carboxilo terminal
de proheveina se le denominé Hev b 6.03. En la lista de la IUIS-ANS actualmente estdn
clasificados 13 alérgenos de H. brasilensis, algunos con diversos isoalérgenos como es el
caso de la proheveina con tres. Cabe mencionar que la heveina es el segundo alérgeno
mas pequeio que se ha reportado, después del péptido hemolitico melitina (Api m 4), del
veneno de abejas!!.

La heveina presenta un dominio estructural tipo nudo de cisteinas comun en varias lectinas
antifungicas de plantas que se ha denominado "dominio de heveina". Su estudio ha sido
de gran relevancia, ya que se conocen mds de cincuenta secuencias homoélogas presentes
en diversas lectinas tanto de savia, frutos y polen.

La principal caracteristica del dominio de heveina son cuatro puentes disulfuro, los cuales
estan distribuidos en los pares 1(C3)-4(C18), 2(C12)-5(C24), 3(C17)-6(C31) y 7(C37)-
8(C41), segin la aparicion de cisteinas en la secuencia; dicha distribucion es similar a
algunas toxinas bloqueadoras de canales y péptidos inhibidores de proteasas. Sin embargo,
para este nudo de cisteinas en particular, sobresale la distribucion peculiar de las cisteinas
3 y 4, que son consecutivas en secuencia, lo que provoca el plegamiento del dominio de
heveina (Fig. 1.1).

En el caso particular de la heveina la region de lectina estd formada por los primeros 32
aminodcidos, la cual contiene a los puentes 1-4, 2-5, 3-6 y dentro del dominio de lectina los

aminodcidos Ser19, Trp21, Trp23 y Tyr30 representan el sitio de interaccién con azticares.
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El segmento 33-43 contiene al puente 7-8, este segmento no afecta su reconocimiento a
azucares, ya que existen lectinas homoélogas sin €l; sin embargo, se cree que €ste le confiere

estabilidad y se ha propuesto su implicacion en la alergenicidad.

180°
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Figura 1.1: Heveina y su plegamiento. Representacion de las coordenadas cristalogréficas de la
heveina a 1.5 A (PDB 1Q9B), y en ella se representan a colores las asas formadas por el nudo de
cisteinas. El dominio de lectina comprende la secuencia de los aminodcidos 1 al 32 y los residuos
involucrados en la interaccién con azidcares son S19, W21, W23 y Y30.

1.1. Alérgenos

Los antigenos son sustancias que son reconocidas por el sistema inmune e inducen una
respuesta de éste. Nuestro interés en este caso son los alérgenos. Los cuales son antigenos
no parasitarios que desencadenan una respuesta inmediata. Son moléculas externas a
un organismo al cual sensibilizan y en subsecuentes exposiciones desencadenan una
respuesta, provocando la alergia o hipersensibilidad inmediata (tipo I). El organismo
sensibilizado produce inmunoglobulinas tipo E (IgE), las cuales tienen una gran
especificidad por los alérgenos y son las encargadas de reconocerlos y desencadenar una
respuesta celular compleja a través de receptores de alta afinidad presentes en la superficie

de mastocitos y baséfilos !> (Apéndice A).
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Actualmente estdn enlistados 678 alérgenos en la lista TUIS-ANS, de los cuales 319
corresponden a alérgenos del reino Plantae, 101 al reino Fungi y los restantes al reino
Animalia.

Algunas plantas cuentan con un sistema de proteccion contra patdgenos que consiste en
la expresion de proteinas inhibidoras, proteasas, toxinas, hidrolasas, etc. A las proteinas
que pertenecen a este sistema de proteccion se les ha denominado como "proteinas
relacionadas con la patogénesis"(PRP). Diversos estudios proponen que algunos alérgenos
de plantas son PRP!? y generalmente éstos son distintos a los alérgenos presentes en
alimentos. Estos estudios concuerdan con los primeros reportes para heveina, donde se
propuso su implicaciéon como proteina de defensa antiftiingica en el latex antes de ser

clasificada como un alérgeno?.

1.2. Anticuerpos

Las inmunoglobulinas o anticuerpos fueron descubiertos en 1890 como agentes en la san-
gre que podian neutralizar la accion de las toxinas de difteria. Al siguiente afio se hi-
zo referencia a los Antikorper en estudios donde estos agentes discriminaban entre dos
sustancias. En 1939, Tiselius y Kabat usaron técnicas de electroforesis para separar un
suero de un paciente inmunizado en fracciones de albumina, a-globulina, -globulina y
Y-globulina. Las proteinas mayoritarias de la fraccion y son las inmunoglobulinas tipo G
(IgG). Posteriormente, se descubrieron dentro de esta fraccion, diferentes isoformas sepa-
radas como pesadas (IgM), regulares (1gG, IgD, IgE y IgA) y ligeras (algunos dimeros
de cadenas ligeras)'*. Los anticuerpos son receptores de agentes extrafios, que son pro-
ducidos en las células linfoides tipo B maduras (linfocito B) y sirven a dos propdsitos en

general:

= Reconocer y activar una respuesta a través de receptores de la membrana celular,
por la activacion celular de la respuesta humoral en células mieloides granulares

(eosindfilos, baséfilos y neutréfilos).
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= Como agentes que reconocen y neutralizan agentes externos para inactivar su

actividad patégena hacia el organismo.

1.2.1. Elementos estructurales de los anticuerpos

Los anticuerpos son heterotetrdmeros compuestos de dos cadenas pesadas (50-75
kDa) y de dos cadenas ligeras (25 kDa). Todos los anticuerpos son glicoproteinas,
y los azicares presentes en ellas son responsables de su reconocimiento por los
receptores. Su estructura puede ser dividida por su funcionalidad, primero, la region
variable (V) es la responsable de reconocer a los antigenos y la regiéon constante
(C) especifica la funcion del anticuerpo, las regiones variables y constantes estan
presentes tanto en la cadena pesada (VH-CH1-CH2-CH3) como en la ligera (VL-
CL). Cada region variable tiene 3 regiones de alta variabilidad en secuencia,
denominadas como regiones de alta complementariedad (CDR, por sus siglas en
inglés), las regiones variables son los extremos amino terminal tanto de la cadena
pesada como de la cadena ligera. Las regiones VH-CH1 y VL-CL forman un
ensamble denominado fragmento de union a antigenos (Fab, por sus siglas en
inglés), las dos regiones CH2-CH3 de las cadenas pesadas forman el fragmento
cristalizable (Fc) y las regiones VH y VL forman el fragmento variable (Fv) (Fig.
1.2). En nuestro caso de estudio los anticuerpos responsables de la alergia son
los IgE, reportados por primera vez en 1966 . Estos son los anticuerpos que se
encuentran en menor cantidad en el organismo humano, presentes en un orden
de microgramos por litro de sangre, aproximadamente 0.005 % de los anticuerpos
totales, lo que dificulta su purificacion.

Las IgEs son un tipo de anticuerpos presentes Unicamente en mamiferos; estan
implicadas en la respuesta inmune contra diversos agentes parasitarios, ademds de
estar implicadas en la alergia, en un proceso ain no esclarecido. La estructura de su

cadena pesada (VH-CH1-CH2-CH3-CH4) tiene un dominio extra como en el caso

5
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Fv

CDR’s| &<

Fab Fc

Figura 1.2: Ejemplo de la estructura de un anticuerpo. Representacion de la cadena principal
de una IgD (PDB 1ZVO) resuelta por dispersion de rayos X (small-angle X-ray scattering) en
disolucién. Su topologia general es representada en forma de "Y", a la derecha se muestra un
acercamiento de la zona de los CDRs. En la amplificacién se representa los dominios VL (rojo),
VH (negro) y CDRs (amarillo).

de las IgM y a diferencia de las cadenas pesadas de IgD, IgA e IgG (VH-CH1-CH2-
CH3).

Los niveles en suero de IgE suelen estar elevados, tanto en pacientes alérgicos,
como en personas que sufren de alguna parasitosis. Recientemente se ha relacionado
el aumento en los niveles de las IgEs implicadas tanto en parasitosis como en
alergia con una subclase de IgG, la IgG4!9. Cabe mencionar que la IgG4 es el
isotipo menos abundante de las IgG, alrededor de 3 % de los anticuerpos totales.
Ademads, es la tnica subclase de IgG que no desencadena opsonizacion ni fijacién
del complemento!'” (Tabla 1.1). Hasta el dia de hoy, se s6lo conoce a las IgG4 como

un receptor soluble.
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Tabla 1.1: Subtipos y subclases de anticuerpos.

Suero Estructura carbohidratos  Opsonizacién®  Algunas funciones FcR¢
(%) (%)

IgG 75 Monémero +++ Para todas las subclases de IgG:  FcyR
IgGl 67%IgG Mon6émero 2-3 Si Respuesta secundaria, L IL, I
1gG2 22% 1gG Monémero 2-3 Nit neutralizar toxinas y virus II
IgG3 7% IgG  Mondémero 2-3 Nt L, I1, 11T
eG4  4%I1gG  Mondmero 2-3 No LI

IgM 10 Pentdmero 12 +++ Respuesta primaria

IgA 15 Monom. o dimero - Respuesta en la mucosa FcaR
IgAl Monom. o dimero 7-11 -

IgA2 Monom. o dimero 7-11 -
IgD <0.5 Mondémero 9-14 - Homeostasis FcoR
IgE <0.01 Monémero 12 - Alergia FceR 1, 11

Los cinco subtipos estan enlistados conforme a su importancia inmunolégica. Para los subtipos
IgG y IgA estdn enlistadas las subclases conocidas hasta el momento. ¢ Propiedades sélo de
las inmunoglobulinas humanas. * Opsonizacién es el marcaje de antigenos para su ingestién y
destruccién por un fagocito!”. ¢ Receptores de anticuerpos asociados a membranas de células del
sistema inmune.

1.3. Paratopos y epitopos

Las interacciones de los anticuerpos con los antigenos tipicamente se establecen
entre el pardtopo (sitio en el cual se encuentran los CDRs) y el epitopo (sitio que
es reconocido por los anticuerpos). Si el reconocimiento se lleva a cabo cuando las
IgEs estdn ancladas en la membrana plasmética de mastocitos y basdfilos a través
de los receptores de alta afinidad FceRI o FceRII, se lleva a cabo una cascada
de sefalizacion en estas células, provocando que se degranulen dando lugar a la
inflamacién (Apéndice A).

Tanto los epitopos como los paritopos, corresponden a regiones expuestas de las
proteinas y se ha propuesto que el epitopo debe “introducirse” en el paritopo 3. La
cavidad de un pardtopo puede visualizarse entre los 3 CDRs de la cadena ligera (L)
y la cadena pesada (H) de una IgD (Fig. 1.2).

Asi como el pardtopo de un anticuerpo estd definido en la regién variable de las

cadenas pesada y ligera, los epitopos pueden estar deslocalizados en cualquier

7
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region de la superficie de un antigeno, por lo tanto la busqueda de éstos es de
relevancia para conocer el mecanismo de la enfermedad y para el desarrollo de
herramientas de diagndstico y terapia.

Los antigenos pueden tener uno o mds epitopos, es decir, pueden ser monovalentes
o multivalentes; sin embargo, los alérgenos deben ser monomeros multivalentes (o
multimeros monovalentes) ya que se necesita llevar a cabo un entrecruzamiento
de las IgE ancladas a los receptores de la membrana plasmdtica para iniciar la
cascada de sefializacion de la alergia (Apéndice A). Esta afirmacion nos indica que
en una proteina de 43 aminoéacidos por lo menos deben existir dos regiones que sean
reconocidas por los anticuerpos o en su caso que la proteina forme un complejo con
otra(s) molécula(s) con epitopos de IgE.

Recientemente Rubinstein y colaboradores, han desarrollado un estudio sobre la
interaccién entre anticuerpos y antigenos '8, donde encuentran que la cavidad entre
los CDR-L3 y CDR-H3 estd ocupado por un aminodcido con carécter hidrofébico
del antigeno, flanqueado por tirosinas o histidinas del anticuerpo, las cuales son
muy comunes en las secuencias de CDRs de los anticuerpos. Anterior a este trabajo,
nuestro grupo fue el primero en proponer a los triptofanos expuestos 21 y 23 de la

heveina, como parte de un epitopo conformacional reconocido por IgE !°.

1.3.1. Tipos de epitopos

Los epitopos se pueden clasificar en dos tipos particulares: lineales (una secuencia
de aminodcidos que es reconocida por el paratopo) y conformacionales (regiones
que estdn expuestas en la superficie que no necesariamente son consecutivas
en secuencia). Los epitopos lineales fueron los primeros en estudiarse mediante
mutaciones puntuales en proteinas recombinantes, sintesis de péptidos y sintesis
de péptidos con deleciones.

Generalmente las técnicas utilizadas para estudiar epitopos lineales (ELISA,

InmunoBlot, WesternBlot, etc) son mds sencillas que las que estudian epitopos
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conformacionales, dado que para el estudio de estos dltimos se deben utilizar
técnicas estructurales. El estudio de epitopos conformacionales es relativamente
nuevo. Hasta principios de la década atn se realizaban estudios de busqueda
de epitopos lineales y a finales de la misma la tendencia estd marcada hacia la
busqueda de epitopos conformacionales. Para el caso de los alérgenos sélo han sido
resueltas cuatro estructuras cristalinas por difraccion de rayos X de los complejos

20-23

anticuerpo-alérgeno y también se han realizado estudios de la interaccion de

estos complejos por RMN de alérgenos recombinantes enriquecidos (13C, PN)?4.

1.4. Anticuerpos neutralizantes

Un anticuerpo es denominado neutralizante cuando s6lo reconoce y une a un
antigeno sin activar ninguna respuesta celular. Este anticuerpo no tiene una fraccion
cristalizable (Fc) por lo que no es reconocido por ningln receptor y por lo tanto
no desencadena ninguna reaccién?>. Varios antidotos contra venenos de animales
estdn basados en este principio. Por la dificultad de trabajar con IgE, en este
trabajo propusimos la posibilidad del uso de IgGs como anticuerpos neutralizantes
de alérgenos como un modelo (anticuerpo-heveina) de la interaccion real (IgE-
heveina). Esto nos permitiria estudiar la interaccion de heveina con anticuerpos
de pacientes sanos tipo IgG o en su caso con anticuerpos obtenidos de librerias
de genes. En este caso se optd por el uso de anticuerpos IgGs de pacientes sanos.
Sin embargo, en nuestro grupo de trabajo, también se han realizado esfuerzos para
obtener anticuerpos monoclonales IgG obtenidos de librerfas de pacientes sanos?.
Las diferencia entre los anticuerpos IgG y IgE es su cadena pesada, la cual le da
su funcion. Se ha descrito que las cadenas ligeras (k) de IgG y IgE pertenecen a la
misma familia de genes, esto también es valido para otras inmunoglobulinas ! (Fig.
1.3). LaIgG4 es la unica subclase de anticuerpos de la cual no se conoce su funcioén.
A la fecha, lo mds cercano a una funcion es la de ser un anticuerpo neutralizante ya

que no produce opsonizacion, lo que lo hace sélo un anticuerpo soluble del cual no

9
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IgE IgG

Figura 1.3: Diferencias entre IgE y IgG. Cada cadena pesada posee una diferencia sustancial
en todo anticuerpo. En el caso de la IgE su cadena pesada tiene un dominio extra (CH4), el cual
no interviene en el anclaje a la membrana (Apéndice A). Las IgG desencadenan opsonizacién sin
embargo esta respuesta es menos drastica y mas lenta que una reaccion alérgica.

10

se ha descrito su interaccion con su receptor (Tabla. 1.1).

Aln no se tiene evidencia sobre las caracteristicas de la interaccion de alérgenos
con IgE ancladas. En este trabajo tomaremos a consideracién que tanto el
reconocimiento en disolucién como el reconocimiento sobre la membrana son
idénticos. Basados en esto, se desarrollé una metodologia sin tener en cuenta este

factor que esta fuera del alcance de este trabajo.

1.5. Los epitopos de heveina

Los primeros reportes de epitopos para la heveina se encuentran resumidos en la
tabla 1.2, en la cual se observa que en comparacién con el plegamiento de heveina
algunos epitopos contienen regiones continuas con residuos que ni siquiera estan
expuestos a la superficie en su forma nativa (Fig. 1.1). Ademas, se han estudiado
estos epitopos sin tomar a consideracion el plegamiento tipo nudo de cisteinas de

la heveina, es decir, no se ha confirmado que las mutaciones, asi como los péptidos



Introduccion

sintéticos estén plegados de la misma forma. Lo que es de gran relevancia para los
estudios in vitro.

Por otra parte, dentro del organismo la “biisqueda de epitopos” es mas completa. Por
un lado, los anticuerpos reconocen a proteinas solubles y plegadas, sin embargo,
in vivo las células presentadoras de antigenos despliegan a las proteinas para
desencadenar la cascada de produccién de anticuerpos en linfocitos B. Por lo tanto,
un organismo es capaz de producir anticuerpos para gran parte de la secuencia de
un antigeno. De acuerdo a lo anterior, en las busquedas previos de los epitopos
de heveina, los péptidos sintetizados son reconocidos por IgE. Aunque en un
grado distinto, ya sea mayor o menor al caso de la estructura de heveina plegada.
La complementariedad de las técnicas inmunoldgicas y estructurales es necesaria
para el estudio de los epitopos, pero la conexién entre ellas debe ser bastante
cuidadosa. Como se coment6 anteriormente, estudios inmunoldgicos han reportado
epitopos que no estin expuestos. En contraste, hay estudios estructurales de
proteinas recombinantes donde no se comprueba la perturbacion que las mutaciones
puntuales tengan sobre la estructura, y con eso, se les atribuye todo el cambio
en el reconocimiento a la perturbacién en la cadena lateral y no a un cambio

conformacional global.

Tabla 1.2: Epitopos reportados de heveina.

Epitopos reportados Tipo Referencia
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD  Lineal Beezhold.®
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD  Lineal Banerjee.’

EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD

Conformacional f
Conformacional*

Conformacional

Lineal

Reyes-Lépez. 1°

Karisola.?”
Reyes-Lépez. 28

De Silva. 10

(*) Karisola obtuvo los aminodcidos mds importantes derivados de multiples andlisis de epitopos
lineales tomando en cuenta cuales estdn en la superficie en forma nativa.(f) El presente trabajo es
una derivacién del reporte de Reyes-Lépez donde se proponen al Trp21 y Trp23 como parte de un

epitopo conformacional.
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1.6. El estudio de complejos macromoleculares por
RMN

Debido al tamafio de una proteina, en la mayoria de los casos se han tratado de
obtener proteinas enriquecidas con '>C, N o ambos. Esto debido a que las sefiales
de 'H para una proteina tiene regiones traslapadas que son dificiles de asignar y con
ntcleos activos en RMN ('H, '3C y PN principalmente) se pueden separar sefales
a través de espectros multidimensionales heteronucleares.

En los primeros estudios de la interaccion dos proteinas por RMN se analizaron
las interacciones ambas, cuando sélo una de ellas estaba enriquecida con B¢,
observandose la desapariciéon de algunas sefiales relacionadas con la interaccion
en un espectro monodimensional®®. Posteriormente se comenzé a utilizar la

transferencia de saturacion para generar espectros selectivos (monodimensionales

A B C DE F

Figura 1.4: Ejemplo de un experimento bidimensional 'H'H de RMN. En azul se
representan los picos de cruce de un experimento COSY, es decir, las correlaciones de primeros
vecinos (protones a tres enlaces de distancia). Los picos de cruce generados a través de una cadena
continua de acoplamientos da lugar a las sefiales TOCSY (rojo). Las sefiales NOE son generadas
por la relajacion cruzada de d&tomos cercanos en el espacio (verde).

12
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o multidimensionales) donde solo se podrian observar las sefiales en la interaccion.
Al mismo tiempo, se hizo uso de experimientos bidimensionales heteronucleares
(HSQC, TROSY), por medio de los cuales se puede cuantificar la modificacién de
la sefiales perturbadas por la interaccién entre moléculas30-3!.

Por otra parte, el estudio de complejos de moléculas pequefias con macromoléculas
ha tenido un mayor desarrollo, de hecho, el estudio de la interaccién de heveina con
quitobiosa es un trabajo pionero de la interaccion entre una proteina con ligantes
organicos®. En afios recientes, de la misma manera que con los complejos de
macromoléculas, el desarrollo de las técnicas de transferencia de magnetizacion para

los complejos de protefna-ligante (STD-TOCSY, 'H-STD, TrNOESY) han generado

avances en el estudio de las interacciones y en la determinacién de los epitopos 3.

1.6.1. Experimentos bidimensionales homonucleares 'H'H

Los experimentos bidimensionales de 'H'H fueron los primeros experimentos
multidimensionales en aplicarse al estudio de moléculas. El caso més sencillo de
un experimento bidimensional es el experimento COSY (Apéndice B), el cual esta
formado por una serie de espectros monodimensionales adquiridos en una segunda
dimensién. En este experimento se pueden observar correlaciones (sefiales fuera de
la diagonal) entre dtomos de 'H acoplados (el acoplamiento J; j €s una magnitud
intrinseca de dtomos unidos a través de enlaces). En el experimento 'H*H COSY
s6lo se observan los picos de cruce de los &tomos vecinos a tres enlaces de distancia
CIm,)-

El experimento TOCSY permite observar correlaciones entre dtomos acoplados a
mds de tres enlaces. Es decir, si existen las constantes >J, g, (sefial BD en la figura
1.4), 3JH2H3 (senal DE), 3.Il.urj{,etc., se observaran sefales en el espectro.

Por otra parte, si dos espines estdn cercanos en el espacio, estos podrian relajarse
entre ellos y generar una correlacién debida a la “relajacion longitudinal”, éste

es el caso del experimento denominado Nuclear Overhauser Effect (NOE)33. La

13
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relajacion longitudinal es la tranferencia de magnetizacion entre d&tomos cercanos

en el espacio en lugar de relajarse con el disolvente.

En este trabajo se realiz6 el estudio de un alérgeno nativo en disolucién, en presencia
de anticuerpos, para estudiar el posible epitopo a través de la modificacion de
los desplazamientos quimicos de los aminoécidos involucrados en la interaccion
por medio de RMN. Ademads, se efectud la clonacion de la heveina para tener un
modelo con el cual se podran realizar mutaciones, para corroborar la implicacion
de los aminodcidos expuestos en el reconocimiento de los anticuerpos. Con estos
experimentos se tratd de corroborar si los aminodcidos propuestos por nuestro grupo

en trabajos previos estan implicados en algtin epitopo conformacional '° (Tabla 1.2).



Objetivos

e Caracterizar la interaccion de heveina con anticuerpos IgG de pacientes sanos

y alérgicos.
Objetivos particulares
e Realizar la purificacion de la heveina nativa y de anticuerpos IgG de pacientes

sanos y alérgicos.

e Obtener los espectros de '"H'H TOCSY de la heveina y de heveina en complejo
con anticuerpos y asignar las sefiales de los desplazamientos quimicos de las

sefales modificadas por la interaccion.

e Expresar la heveina recombinante en células de E. coli, y corroborar su

plegamiento similar a heveina nativa.

15
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Metodologia experimental

La realizacion de este proyecto comprende diversas areas de la quimica, biologia
molecular y bioquimica. En este capitulo se abordard de manera resumida cada uno

de los pasos que se usaron en las etapas experimentales de este proyecto.

e Extraccion y purificacion de la heveina de los lutoides del latex de Hevea
brasilensis.
e Subclonacién, expresion y purificacion de alérgenos recombinantes.
o Subclonacién de la heveina silvestre y heveina W21A W23A.
o Expresion del alérgeno heveina recombinante silvestre (rhev) en células de
E. coli'y expresion de rhev con las mutaciones W21A W23A (rhevAA).
o Adaptacion de las condiciones de expresion para la heveina recombinante

enriquecida con 13C y N (rhevE).

Purificacion de IgGs de sueros de pacientes sanos y alérgicos.

Caracterizacion de las proteinas recombinantes y nativas.

Obtencién de espectros bidimensionales 'H'H TOCSY y NOESY de la

heveina libre y en complejo con anticuerpos IgG de pacientes sanos y

alérgicos.

Obtencién de espectros bidimensionales '"H'H TOCSY y NOESY de rhev y
rhevAA.

17



Capitulo 2

18

2.1. Extraccion y purificacion de la heveina natural
del latex

Para realizar la extraccion de la proteina a partir de los lutoides del latex de Hevea
brasilensis se utiliz6 un amortiguador de Tris-HCl 50mM, NaCl 200mM a pH
8.2. Se pesaron 20 gramos de sedimento (lutoides) de latex ultracentrifugado de la
clona GV-42 y se homogeneizaron a 4 °C con un homogenizador POLITRON PT-
MR2100 agregando la minima cantidad de disolucion amortiguadora. El extracto se
centrifugé (125,000 g, 4 °C, 40 min) y se midi6 el volumen del extracto para realizar
una precipitacion fraccionada con sulfato de amonio. Primero se llevo al 65 % de
saturacion para separar las proteinas de menor solubilidad en agua y después al
100 %. La muestra se dej6é 16 horas en disolucion saturada y después se centrifugd
y el precipitado se suspendié en Tris-HCl 50 mM pH 8.2. En esta tltima fraccién
se encuentran la heveina y sus isoformas tales como Hev b 6.0202 y otras. Esta
fraccion fue dializada con el mismo amortiguador a 4°C durante una noche con una
membrana de didlisis de ésteres de celulosa con un corte molecular de 3.5 kDa, con
lo cual se logra solubilizar a las proteinas y eliminar el alto contenido de sulfato
de amonio. Las proteinas se filtraron por una membrana de celulosa regenerada con
un corte molecular de 10 kDa en un sistema de ultrafiltracion Amicon (Millipore),
y se obtuvo la fraccién de proteinas menores del tamafio del corte, conteniendo a
la heveina y otras proteinas. Esta fraccion se aplicé a una columna C18 de fase
reversa Ultrasphere Sum ODS-DABS (Beckman-Coulter) en un cromatografo de
liquidos de alta eficiencia (HPLC) Agilent-HP 1100 aplicando un método isocratico
con acetonitrilo al 13.5% en agua con 0.1 % &cido trifluoroacético (TFA). Se
compararon perfiles cromatogréficos del extracto de la heveina obtenidos en dos
diferentes columnas de FR C18: Ultrasphere ODS-DABS 5um 250mm-4.6mm
(Beckman-Coulter) y Purosphere STAR 5um 250mm-4.6mm (Merck).
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2.2. Subclonacion, expresion y purificacion de alérge-
nos recombinantes

2.2.1. Subclonacion de la heveina silvestre (rhev) y heveina con
las mutaciones W21A W23A (rhevAA)

Anteriormente nuestro grupo cloné a la heveina silvestre amplificada del RNA de
hojas del arbol del latex H. brasilensis GV-42 (datos no publicados), en los sitios
Ncol/HindIlI del vector pET 32(a)+ obteniendo la construccién Trx1-EK-EK-rhey,
la cual contiene a la heveina en el carboxilo terminal como parte de una proteina
de fusidn a tiorredoxina (Trx1) y dos sitios de corte de la enzima enterocinasa (EK)
con una secuencia de aminodcidos DDDDK. La caracterizacion de rhev por masas
demostré que la proteina obtenida de la construccion Trx1-EK-EK-rhev sélo fué
hidrolizada en el primer sitio de corte, por lo cual disefiamos una nueva construccién
en el donde el segundo sitio de EK se cambi6 por una metionina (M) antes del amino
terminal para su hidrélisis selectiva con bromuro de ciandégeno (CNBr). Las dos

construcciones se representan como:

DDDDKAMDDDDKEQCGRQAGGKLCPNNLCCSQWGWCGSTDEYCSPDHNCQSNCKD
DDDDKAMGGGGGMEQCGRQAGGKLCPNNLCCSQWGWCGSTDEYCSPDHNCQSNCKD

El gen de la heveina se amplific6 del molde pET32a(+)-Trx1-EK-EK-rhev por PCR
con los oligonucleétidos: forward 5’-GGCCATGGGTGGTGGTGGTGGTATGGA
GCAATGTGGTCGCCAAGCAGGTGGC-3’ con el sitio de restriccion Ncol (negri-
tas) y el sitio de hidrélisis con CNBr (subrayado) y reverse 5’ -GCGAAGCTTTCAG
TCTTTGCAATTGCTTTG-3’ con el sitio de restriccion HindIlI (negritas) y un co-
dén de paro (subrayado). La reaccion de PCR se llevé a cabo en 25 uLL de reaccioén
con la mezcla Accuprime pfx supermix (Invitrogen) con 30 ciclos de amplificacion
(95 °C por 30 s, 55 °C por 30 s, 68 °C por 30 s) en un termociclador Techne TC-512.
El producto de PCR se ligé en el vector pET32a(+) (Novagen) utilizando T4 DNA

ligasa y se transformo en células E. coli. DHS,.
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E. coli DH5,

GCI’IOtipOI F~ endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK~

mK*t), vy~

La construccién obtenida se denominé Trx1-AMGsM-rhev y esta fue basada en
un disefio para obtener la secuencia exacta de 43 aminodcidos de la heveina (Fig.
2.1). La mutante de la heveina W21A W23A ya estaba construida sobre el mismo
plasmido y fue subclonada bajo las mismas condiciones y denominada Trx1-
AMG;sM-rhevAA. La subclonacién fue comprobada por secuenciacién (datos no

mostrados).

2.2.2. Expresion y purificacion de los alérgenos recombinantes
rhev y rhevAA obtenidos en células E. coli Rosetta gami (DE3)
pLysS

La regulacion de la expresion en el plasmido pET32a(+) se encuentra controlada
por el represor de lactosa (represor Lac) y su expresion es inducida con isopropil-
B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), el cual es un andlogo de lactosa. Asimismo, el
plasmido contiene un gen que le confiere resistencia a ampicilina, que le proporciona

una selectividad contra otras bacterias.
E. coli Rosetta gami (DE3) pLysS

i . A(ara-leu) acX’ phoA Pvull phoR araD ahpC galE galK rpsL (DE3) F’[lac™ lacl? pro
Genotipo: A leu)7697 AlacX74 AphoA h 139 ahpC gal ) 3) F’[lact lacl? ]

gor522::Tnl0 trxB pLysSRARE (Cam®, StrR, Tet®)

Las células de E. coli Rosetta gami (DE3) pLysS son una cepa con un ambiente
oxidante que tiene mutados los genes TrxB y Gor que codifican a las proteinas oxi-
doreductoras tiorredoxin reductasa y glutation reductasa, insertadas en plasmidos
con resistencia a kanamicina y tetraciclina respectivamente. Ademads la cepa tiene
un plasmido que produce tRNA con la capacidad de reconocer codones de organis-

mos eucariontes y le confiere una selectividad a cloramfenicol. Dado el ambiente
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oxidante de Rosetta gami y las propiedades reductoras de la tiorredoxina, se com-
pleta el par redox necesario para generar un ambiente en el cual se formardn los
puentes disulfuro necesarios para el plegamiento de la heveina.

Para la expresion de las proteinas rhev y rhevAA se utilizaron las mismas condi-
ciones; sin embargo, hay algunas excepciones para la expresion de rhevE que serdn

descritas posteriormente.

Condiciones generales de la expresion y purificacion:

Expresion

e Se transformaron células de Rosetta gami quimiocompetentes con el plasmido
pET32a(+)-Trx1-AMGsM-rhev. Las células transformadas se sembraron en
medio sélido Luria Bertani (LB) en cajas petri sometidas a seleccion con los
antibidticos ampicilina (100 mg/L), cloramfenicol (34 mg/L), kanamicina (30

mg/L) y tetraciclina (15 mg/L). Se incubaron a 37 °C durante una noche.

e Se selecciond una colonia aislada y se cultivé en 5 mL de medio liquido LB
con los mismos antibidticos durante una noche para obtener un preindculo rico
en células. Este fue inoculado en 1 L de medio LB a 37 °C en agitacién orbital a
200 rpm, y se monitored la densidad 6ptica (DO) a 600 nm hasta tener un valor
entre 0.7 y 0.8, donde las bacterias estdn en la fase logaritmica de crecimiento.
Cuando el medio se encuentra en esta condicién se induce la expresion con
IPTG 0.5 mM y se incuba a 30 °C de 14 a 18 horas. El cultivo celular inducido

se centrifugd (6,000 g, 4 °C, 10 min) para obtener el paquete celular.
Purificacion

e El paquete celular se resuspendié en amortiguador de lisis (NaCl 300 mM,
Na,HPO,4 50 mM, pH 7) y se sonicé en intervalos de 30 s a 4 °C durante 10

minutos con una potencia de 60 W en un sonicador misonix 3000, las células
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sonicadas fueron centrifugadas (25,500 g, 4 °C, 20 min). El extracto celular
fue filtrado por membrana de 22 pum y se inyect6 en una columna de afinidad
HiTrap (GE-Healthcare) equilibrada con amortiguador de lisis al que se afiadié
imidazol 20 mM, la columna HiTrap acompleja preferentemente una secuencia
de seis histidinas que son parte de la proteina de fusion. La proteina fue eluida
con un amortiguador de elucién (imidazol 250mM, NaCl 300 mM, Na, HPO4
50 mM, pH 7), dializada contra agua y concentrada. La proteina concentrada
fue hidrolizada a 37 °C durante catorce horas con una unidad de enterocinasa
Ekmax (Invitrogen) por cada 2 mg de proteina de fusion, después se pasoé el
extracto por la columna de HiTrap para retener a la tiorredoxina que contiene
al péptido de histidinas y la fraccién no retenida fue purificada por HPLC.
La concentracion de proteina fue estimada con el coeficiente de absortividad

€=12660 M~ lem~! [5].

La proteina AMGsM-rhev se liofilizé y se disolvié en TFA 50 % en agua, a la
disolucion se le afiadié6 CNBr en cristales, para llegar a una relacion molar de
200:1 con exceso de CNBr. Se incub6 a 18 °C en oscuridad durante una noche

y la mezcla de reaccién se repurificé por HPLC.

Para el caso de Trx1-AMGsM-rhevAA se expresé y purificé bajo las mismas

condiciones.

2.2.3. Adaptacion de las condiciones de expresion para la
heveina recombinante enriquecida con '>C y 1°N (rhevE)

La proteina recombinante rhev fue enriquecida en '3C y >N con un paquete co-

mercial ISOGRO Complex Growth Media (Sigma-Aldrich), con el cual se tiene

una capacidad 100 mL de medio enriquecido. Como la cantidad de medio es un

limitante en este caso, se recurrié a un método descrito para incrementar el rendi-

miento de medios en volimenes pequefios>*. Se cultivaron células transformadas

con pET32a(+)-Trx1-AMGsM-rhev en 400 mL de medio LB hasta que lleg6 a una
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La proteina de fusion se purificé a través de una columna de afinidad HiTrap. Se
hidrolizo con enterocinasa

Trx — EK — AMGM [ rhev

La fraccion no retenida se purifico por FR-HPLC y se hidroliz6 con CNBr
AMG:M H rhev

La mezcla de reaccion se purifico por FR-HPLC

rhev

Figura 2.1: Construccién de Trx1-AMGsM-rhev.

DO aproximada de 0.7 a 600 nm, este tltimo fue centrifugado (6,000 g, 25 °C, 10
min) y lavado, por triplicado, con un amortiguador isoténico (fosfatos 200 mM, pH
7, estéril). Después de la ultima centrifugacion el paquete celular se resuspendié en
100 mL del medio ISOGRO adicionado con las sales, K;HPO,4 (0.9 g/L), KH,PO4
(0.7 g/L), MgSO4 (0.5 g/L) y CaCl, (0.055 g/L) y se ajusté el pH a 7. El paquete
celular se incub6 a 37 °C durante 40 minutos y la expresion hizo 30 °C/14 h con
IPTG 0.5 mM. La purificacion de rhevE se realiz6 bajo las mismas condiciones que

los demas alérgenos, descritas en el capitulo 2.1.

2.3. Caracterizacion de los alérgenos natural y recom-
binante

Se obtuvieron los perfiles cromatograficos de FR-HPLC para la heveina nativa, y
sus recombinantes. La fraccion purificada por el método isocritico se caracteriz a
través de un gradiente de acetonitrilo optimizado para la purificacion de la heveina
(Tabla 2.1)®. Se coeluyeron las muestras puras de hev y rhev para comparar si

tenian la misma superficie hidrofébica expuesta y tener un criterio si su plegamiento
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era idéntico. Se obtuvieron las masas moleculares de todas las muestras por la
técnica de MALDI-TOF en una matriz de dcido a-ciano-p-hidroxicindmico en un

equipo Microflex Bruker Daltonics.

Tabla 2.1: Gradiente de elucion cromatografica
en FR-HPLC para heveina

Minutos | Acetonitrilo ( %)
0-5 8
5-8 12
8-28 35
28-35 100
35-39 8

2.4. Purificacion de anticuerpos IgG de individuos
sanos y alérgicos

Los anticuerpos humanos se purificaron directamente del suero de un individuo sano
y de uno alérgico (Tabla. 2.2). Los sueros fueron obtenidos y manipulados mediante
un protocolo aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional de Pediatria. Se
dializaron durante una noche en un amortiguador de unién (NazPO4 100 mM, NaCl
150 mM, pH 7.2). Los anticuerpos se purificaron por cromatografia de afinidad con
una columna de proteina A con afinidad a IgG (GE-Healthcare). La columna fue
equilibrada con el amortiguador de unién y la fraccion retenida se eluy6 con 200
mM de glicina pH 3.5, las eluciones de la columna se recolectaron en tubos con
Tris 1M para neutralizar el pH. Después se concentraron y dializaron contra el
amortiguador para RMN (NaHPO4 150 mM, pH 6.8, 10 % D,0). La proteina A
tiene la capacidad de unir unicamente tres de las cuatro subclases de IgG (IgGl,
IgG2 y IgG4), entre ellas la IgG4 1a cual hemos descrito como una subclase que se
ha relacionado con la parasitosis y alergia, sin tener conocimiento atn de su funcién.

Sin embargo, si fuera el caso de que la IgG4 fuera la responsable de neutralizar a los
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alérgenos, esta subclase se enriqueci6 del 3 % al 5 % de total de los anticuerpos. La
concentracion estimada para la interaccion alérgeno-IgG en los estudios de RMN se

estimé por ELISA.

Tabla 2.2: Individuos donantes de suero

Paciente Genero Edad | Intervenciones | Contacto con
(afios) | quirdrgicas alérgenos
Sano Masculino | 20-30 Si Si
Alérgico | Femenino | 20-30 Si Si

2.5. Obtencién de espectros de RMN 'H'H bidimen-
sionales de hev, rhev y rhevAA

Se obtuvieron los espectros de resonancia magnética nuclear de proton en un
equipo Varian Inova de 500 Mhz con una sonda de deteccion indirecta de tres
ndcleos (HCN) de 3 mm. Las muestras se disolvieron en un amortiguador de
150 mM Na;HPOy4, pH 6.8 con 10% D,0O a 25°C. Se obtuvieron los espectros
monodimensionales 'H y bidimensionales '"H'H TOCSY y NOESY. El espectro
TOCSY se obtuvo con un tiempo de mezclado de 70 ms y el espectro NOESY a 300
ms (Apéndice B). Para obtener los espectros se prepararon 270 yLL de una disolucién

10 mg/mL (aprox. 2.1 mM) de proteina.

2.6. Obtencion de espectros TOCSY de hev en com-
plejo con IgGs

Los espectros del complejo con anticuerpos IgG sélo fueron obtenidos para heveina
natural. Primero, se obtuvo el espectro TOCSY para hev libre, después se procedio
a la obtencién del espectro TOCSY del complejo, para ello se titul6 a la heveina

dentro del espectrémetro con los anticuerpos IgGs, y se obtuvieron tnicamente los
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espectros monodimensionales de 'H. Donde se observé una perturbacién evidente
se adquiri6 el espectro TOCSY. Los experimentos se procesaron con los mismos
pardmetros. Para llevar a cabo el andlisis de los datos se restaron los espectros
normalizados de la heveina libre y heveina en complejo con anticuerpos utilizando
el software addNMR (NMRPipe). La masa aproximada de la heveina (4.7 kDa)
corresponde a el 3 % de una IgG (150 kDa), por lo que podemos aproximar el

experimento al caso de la interaccién de una macromolécula con un ligando3?.

2.7. Asignacion de los desplazamientos quimicos

Las sefiales de los espectros TOCSY y NOESY se asignaron de acuerdo con
el método de Wiirtrich3® y se compararon con las asignaciones reportadas por
Andersen y Asensio respectivamente>®, quienes obtuvieron los espectros en otras
condiciones. Los espectros de la heveina nativa fueron procesados en el software

NMRPipe, las senales fueron asignadas en el programa CARA-NEASY.

Calculo de estructuras

El cdlculo de estructuras de la heveina se realizé con el software Atnos-Candid-
Cyana a partir de las asignaciones de los aminodcidos y de las integrales de los

picos del espectro NOESY de hev.
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Resultados y Analisis

En este trabajo se emple6 la RMN para identificar posibles epitopos conformaciona-
les de heveina en presencia de anticuerpos IgG como modelo, utilizando las mismas
restricciones empleadas para estudios de interaccion proteina-ligante. La metodolo-
gia usada se adaptd de trabajos en los cuales se estudian las interacciones de pro-
tefnas con ligantes de bajo peso molecular3’—3°. Dado el tamafio de la heveina y su
proporcidn con el peso de un anticuerpo se utilizaron varias aproximaciones para el

estudio de la interaccion.

La heveina es un alérgeno reconocido por la mayoria de pacientes atdpicos al latex
(resultados de este grupo de trabajo, no publicados). Esta proteina tiene una alta
solubilidad en agua y se cree que sélo existe en su forma monomérica y no hay
ninguna evidencia que indique otro estado de oligomerizacion. Por lo tanto, ésta
debe poseer al menos dos epitopos para ser reconocido por las IgEs ancladas a la

membrana de las células mieloides (Apéndice A).

En un principio la bisqueda de los epitopos de heveina fue indirecto, a través de
péptidos sintéticos. Esto debido a que la expresién de proteinas de defensa de plantas
como la heveina en sistemas heter6logos de bacteria presenta desventajas como un
bajo rendimiento y problemas como un mal plegamiento. Lo anterior provocé que
los grupos que no tenian acceso a la heveina natural del litex no comprobaran

el plegamiento y aunado a esto, algunos, ni siquiera tomaron en cuenta a los
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aminodcidos expuestos®1027_ Nuestro grupo de trabajo realizé el primer estudio
en el que se propuso la existencia de un epitopo conformacional para heveina, éste
se basé en la oxidacidn selectiva de los triptofanos 21 y 23 para demostrar que éstos
estaban involucrados en el reconocimiento por las IgEs; sin embargo, los cambios

conformacionales y la pureza de la mezcla de los productos no fue descrita!®.

Este es el primer estudio de la interacciéon de un alérgeno como heveina con
anticuerpos en disolucién?*. Ademds, esta es la primera ocasién en la cual se utiliza

técnicas estructurales como RMN para la busqueda de epitopos en México.

3.1. Purificacion de heveina natural (hev)

La heveina natural se precipité al 100 % de sulfato de amonio junto con otras
proteinas cargadas al pH al cual se realizd la extraccion. Esta fraccion esta
enriquecida con heveina en mas del 90 % (datos no mostrados). El filtrado de esta
fraccién, con un peso relativo entre 3.5 y 10 kDa se purificd por cromatografia de

FR-HPLC.

Absorbancia

perfil de hev

Figura 3.1: Purificaciéon de heveina natural (hev). Perfiles cromatogrificos de heveina del
mismo extracto en la columna (A) Ultrasphere Beckman y (B) Purosphere Merck.
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El perfil cromatografico demuestra la separacion de la heveina (pico mayoritario) de
otras proteinas de bajo peso, algunas de ellas isoformas de heveina (Fig. 3.1). Ambos
perfiles fueron medidos a una longitud de onda de 280 nm y eluidos isocraticamente
con 13 % de acetonitrilo (Capitulo 2.1). Se trataron de eliminar las trazas de muy
dificil separacion, ya que éstas han causado diversos problemas en la calidad de
datos estructurales de reportes anteriores de difraccién de rayos X y RMN*3. Se
purificé la heveina por duplicado primero con un método cromatografico isocratico
seguido de un gradiente optimizado (Capitulo 2.3) en la columna Ultrasphere para
obtener una pureza cromatografica mayor al 99 % (datos no mostrados). Esto tltimo
nos da la certeza de que en nuestro estudio no habrd ninguna impureza que pueda

tener algtn efecto sobre la interaccion de la heveina con los anticuerpos.

3.2. Purificacion de heveina recombinante (rhev)

La heveina de fusion recombinante se obtuvo de la sonicacion del paquete celular
después de 14 horas de induccién. La figura 3.2 muestra la cinética de expresion
después de la induccién a DO 0.7 a 30 °C, en la cual se observa una banda sobre
el marcador de 21.5 kDa, que es congruente con el peso esperado de la proteina de

fusién de 22.4 kDa. Toda la fraccion soluble en el amortiguador de lisis se purificd

Horas después de la induccion
MM 0 2 4 6 810 1214 1618 20 22 24 MM
w974 kDa

66.2 kDa
45.0 kDa

31.0 kDa
-~

21.5 kDa

w14.4 kDa

Figura 3.2: Cinética de expresion de rhev. Gel de SDS-PAGE al 15 % donde se observa la
cinética de expresion de la proteina de fusién Trx1-AMsGM-rhev.
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Absorbancia
% Acetonitrilo

0 5 10 15 20 25 30

minutos

Figura 3.3: (A) Purificaciéon de AMGsM-rhev. (B) Mezcla de reaccién de AMGsM-rhev
con CNBr después de una noche en oscuridad a temperatura ambiente. (C) rhev pura.

30

por la columna de HiTrap y se dializ6 contra agua para realizar el corte con Ekmax.
El corte con Ekmax se purificé por FR-HPLC, y la proteina de fusion AMGsM-
rhev se hizo reaccionar con CNBr en 50 % TFA durante una noche en oscuridad a
temperatura ambiente, y asi hidrolizar al carboxilo de 1a metionina. Después de esto,
la mezcla se purificé con el gradiente optimizado (Fig. 3.3). La proteina rhev pura

se liofilizé para llevar a cabo las siguientes pruebas.

3.3. Caracterizacion de heveina natural y recombi-
nante

La caracterizacion de los alérgenos natural y recombinante se llevé a cabo a través
de su perfil cromatografico por FR-HPLC y la obtencién de su masa molecular
promedio por MALDI-TOF. La cromatografia de FR-HPLC con una columna C18
es la técnica mds sensible para caracterizar las propiedades hidrofébicas de una
molécula. Por lo tanto, se podria tener la certeza de que esta técnica podria separar

péptidos muy parecidos, con algunas diferencias en grupos quimicos. Las masas
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Figura 3.4: Caracterizacion de hev y rhev. (A) El cromatograma de fase reversa de una fraccién
de heveina nativa pura. (B) Espectro de masas de heveina, su masa molecular en este experimento
corresponde a 4,719 Da, en la figura se llegan a observar sus isoformas. (C) Perfil cromatografico de
rhev pura. (D) La masa promedio de rhev corresponde a la misma masa observada para la heveina
nativa.

moleculares de ambas proteinas corresponden a 4,719 Da; sin embargo, el espectro
no fue calibrado con otras proteinas de mayor y menor tamafio; no obstante, la
superposicion demuestra que corresponden a la misma masa (Figura 3.4).

En la figura 3.5 se observa para (A) Coelucién de hev con rhev, en donde se observa
que ambas eluyen al mismo tiempo de retencion, también estd representada con una
flecha un hombro de lo que podria ser un subproducto parcialmente hidrolizado de la
reaccion de hidrdlisis en condiciones dcidas, en (B) se superponen los espectros de
espectrometria de masas donde se demuestra la misma masa para ambas proteinas.
Cabe resaltar que un estudio de nuestro grupo detalla la purificacién de una isoforma
de heveina con la mutacién Asnl5Asp proveniente del litex>®, por lo que creemos

que las condiciones 4cidas de hidrélisis con CNBr podrian acelerar la desaminacién
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Figura 3.5: (A) Cromatograma de una mezcla de hev y rhev. La flecha muestra un hombro
sobre el pico de coelucion. (B) Superposicion de los espectros de masas de MALDI-TOF
para hev (negro) y rhev (rojo).
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de amidas de asparaginas y mds aun favorecer la desaminacion de otras amidas de
cadena lateral. Posteriormente se podria probar la hidrélisis en un ambiente menos

drastico cambiando condiciones de acidez y concentracion de CNBr.

3.4. Resultados de RMN

Entre los objetivos de este trabajo se trataban de asignar las sefiales de los
desplazamientos quimicos del complejo IgG-heveina, con tales asignaciones se
pudieron determinar las regiones de la heveina involucradas en la interaccién con
anticuerpos. Para el desarrollo de este objetivo se obtuvieron los espectros de
heveina libre y heveina en complejo con anticuerpos en las mismas condiciones

para facilitar su procesamiento.

3.4.1. Espectros de hev libre

Andersen y colaboradores reportaron en 1993 la estructura tridimensional de la

heveina, en disolucién usando una mezcla de HyO/dioxano al 10% apH 2.4y 6.6y
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37 °C. El experimento a pH 2.4 demostré que hay una regién cercana al carboxilo

terminal en la cual se encuentran hidrégenos de la cadena principal que tienen

intercambio de protones con el medio, por lo que estas sefiales no se encuentran

presentes a pH mayor. En 1995 Asensio y cols. reportaron la interaccion de heveina

con quitobiosa, utilizando también técnicas de RMN y como disolvente H,O/D,0

85:15, pH 5.6 a 30 °C. En nuestro estudio, mimetizamos la disolucién usada en

pruebas inmunoldgicas. En el andlisis de nuestros resultados se demuestra que hay

variaciones en el desplazamiento quimico de varios aminodcidos de la heveina, lo

cual se esperaba con el cambio de pH.

Los desplazamientos quimicos promedio de la cadena principal de todos los
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Figura 3.6: Estadistica de los desplazamientos quimicos de cadena principal de heveina.
Los cuadros representan la desviacion estdndar poblacional para (x, y). El centro del cuadro
representa el 0 promedio de los picos de cruce de HN con HA de todos los reportes de RMN

de heveina.
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reportes de heveina nos indican que la cadena principal de heveina es idéntica en
todos los estudios (Fig. 3.6). Los cuadros representan la desviacion estandar del
desplazamiento quimico de los hidr6genos de la cadena principal HN (x) y HA (y).
Se puede observar que la cadena principal es significativamente idéntica en todos los
reportes; sin embargo, los aminoacidos D28, E29 y D43 sufren cambios en funcion
del pH. Para el caso de D28, s6lo hay dos desplazamientos reportados Andersen (pH
2.4) y Asensio (pH 5.6). Lo cual es de esperarse por tratarse de residuos dcidos que
se encuentran en la superficie de la proteina. En este trabajo se logr6 asignar el 86 %

de las senales.

3.4.2. Espectros de rhev libre

Después de la expresion de la proteina de fusion Trx-EK-AMSGM-rhev a catorce
horas de induccién se procedié a hidrolizar con Ekmax y CNBr (Fig. 3.2, 3.3).
Sin embargo, después del corte con enterocinasa y de las pruebas cromatograficas
realizadas, la cantidad de rhev obtenida para la caracterizacion no fue suficiente
para una obtencion de espectros de RMN a pH fisioldgico. Por lo tanto, se optd
por obtener espectros de RMN en H,O/D,0 93:7, en un medio mds dcido que
el utilizado para la interaccién con anticuerpos para mejorar asi la calidad de
las sefiales. En la region de los picos de cruce de los hidrégenos de amida de
la cadena principal, con su respectiva cadena lateral (Fig. 3.7). En la imagen se
muestra un espectro TOCSY de heveina recombinante (rojo) superpuesto en un
espectro de heveina nativa (negro). Las pequefias diferencias en la superposicion
encontradas son debidas a la sensibilidad de heveina al pH en el carboxilo terminal.
La sensibilidad al pH encontrada en este trabajo concuerda con descripciones hechas

anteriormente en la determinacién de la estructura de heveina por RMN?.
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Figura 3.7: Espectros TOCSY de hev y rhev. Superposicion de espectros TOCSY de hev (negro)
y rhev (rojo). Los datos fueron adquiridos en H,O/D,0 95:5.

35



Capitulo 3

Ademds, se obtuvo un alérgeno recombinante enriquecido con '>C y PN rhevE, se
purificé y se adquirié un espectro bidimensional 'H'>N-HSQC (Apéndice C). La
proteina rhevE contiene un péptido residual en el amino terminal AMDDDDK. En
un trabajo paralelo realizado por nuestro grupo se demostrd que esta region cambia
sustantivamente el reconocimiento con sueros de pacientes alérgicos en pruebas de
ELISA (resultados no mostrados, tesis de maestria de Lissete Valenzuela). Dado que
la construccion contiene este fragmento se podran asignar sefiales de ésta molécula
para tener un antecedente al obtener los espectros de la proteina enriquecida de la

construccion AMSGM-rheyv.

3.5. Espectros de hev en complejo con IgGs

Se obtuvieron los espectros de 'H de la adicién de anticuerpos en una muestra de
heveina (datos no mostrados). En el espectro monodimensional donde se aprecid
una modificacion evidente de las sefiales, fue la base para proceder a realizar la ad-
quisicién del espectro bidimensional 'H'H TOCSY.

En este trabajo se realiz6 un andlisis basado en la modificacién del desplazamiento
quimico (MDQ) de los d&tomos de hidrégeno del alérgeno que fueron perturbados
por la adicion de IgG, nuestro interés es s6lo en el epitopo del alérgeno, ya que la

titulacién comenzé con una relacién 1:1000 (anticuerpo-heveina) y la relacion usa-

61 &2 ol'  82'+Ad

82'+Ad

Figura 3.8: Las sefiales del espectro del complejo son restadas del experimento de la
proteina libre. Las sefiales que no varian en su desplazamiento son anuladas.
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da para obtener el espectro TOCSY fue de 1:500 para el caso del paciente sano. En
estas condiciones las sefiales de anticuerpo se encuentran a nivel de ruido, lo que
nos facilita el analisis de la MDQ de heveina.

Los espectros bidimensionales TOCSY fueron adquiridos en las mismas condicio-
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Figura 3.9: Resta de los espectros TOCSY (hev - hev+IgGs). Arriba: Se representa la
substraccién de los espectros TOCSY de heveina libre menos la heveina en complejo con IgGs.
Abajo: Se representa el resultado de la resta, los desplazamientos quimicos modificados se
conservan en pares con magnitudes positiva (azul) y negativa (rojo).

nes y procesados con los mismo pardmetros, tanto para heveina libre como para
heveina con IgG.

Los resultados obtenidos se deben a que los dtomos perturbados modificaron su
desplazamiento quimico a causa de la interaccidn, estos 4&tomos se conservan en una

resta y los que no fueron perturbados son anulados (Figura 3.8). Las sefiales que se
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encuentran en pares positivo y negativo fueron analizadas, asi también se tomaron
en cuenta las sefiales que desaparecieron después de la adicion, es decir, las que se
mantienen como sefiales Unicas positivas después de la resta.

La resta de un espectro TOCSY completo estd esquematizada en la figura 3.9. Se
analiz6 la region de picos de cruce marcada, la cual corresponde a los hidrégenos

de amida de la cadena principal correlacionando con su cadena lateral.

IgG de pacientes sanos

Las asignaciones de las sefiales se realizaron en el espectro TOCSY de heveina libre
y se compararon con las sefiales TOCSY del espectro del complejo.

El espectro de diferencias se generd a partir de los espectros en donde las sefiales
modificadas se convirtieron a negativas y se conservaron (Fig. 3.9). Las sefales ob-
tenidas corresponden a protones de varios aminodcidos expuestos en una region lo-
calizada de la heveina (Fig. 3.10). El andlisis de las sefiales demostré que tal region
estd cercana al carboxilo terminal y sufrié modificaciones en los desplazamientos
quimicos debidas a la adicién de los anticuerpos IgGs de individuo sano. Dicha
region esta conformada por varias secuencias de aminodcidos: RS, 19-SQWG-22,
30-YCSPDHN-36, C41K42. Aunque estas secuencias no son continuas, todos estos
aminodcidos estdn cercanos en el espacio en la estructuras resueltas por difraccion
de rayos X (Fig. 3.12). Este andlisis indica que una poblacién de anticuerpos IgG
de un paciente sano reconoce a heveina y probablemente es capaz de reconocerla y
neutralizarla in vivo en este individuo.

Por tal motivo, se tiene evidencia de que existe una poblacién de anticuerpos policlo-
nales con especificidad hacia una region de heveina. Y esta poblacion sélo reconoce
ciertos aminodcidos localizados. Lo que significa que la region determinada es un

sitio antigénico para un paciente sano.
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Figura 3.10: Espectro de diferencias de interaccion de heveina con IgGs de individuo sano.
Representacion de las sefiales en curvas de niveles. Los dtomos de heveina que sufrieron modificacién
en el desplazamiento quimico por la interaccién de IgGs se mantienen después de la resta (pares azul-
rojo). Los anticuerpos se encuentran en una proporcion infima y sus sefiales se encuentran a nivel ruido.
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Cabe resaltar que el individuo sano, tuvo contacto con alérgenos del latex antes de la
toma de muestra del suero, por lo que estd inmunizado. Es decir, su organismo debe
haber reconocido el alérgeno en exposiciones anteriores. Produciendo anticuerpos
IgG para neutralizarlo como si fuera una toxina en el organismo. Esta reaccion
se presenta en todos los individuos, ya sean sanos o alérgicos; sin embargo, una
evidencia de la patologia es que en los individuos alérgicos las IgGs producidas
no son suficientemente afines para neutralizar a los alérgenos. Durante la obtencién
de los experimentos se tuvieron diversos contratiempos, el mas relevante se refiere
a la adicion de los anticuerpos al tubo de resonancia. En donde se observé que
el anticuerpo contenia residuos del amortiguador de unién debido a una didlisis
incompleta en el amortiguador de RMN, esto provoc6 la generacién de una
interferencia en una region del espectro cercana a 3.8 ppm, la cual contiene sefiales

de la cadena lateral de los aminoéacidos.

IgG de pacientes alérgicos

El experimento de interaccidon con anticuerpos IgG de un individuo alérgico se
realiz6 en las mismas condiciones que el sano. La MDQ de los aminoécidos
provocada por los anticuerpos IgGs del individuo alérgico fue distinta a la mostrada
por las IgGs del sano. Para este caso se observan modificaciones en mds sefiales
del espectro de diferencias (Fig. 3.11). Los aminoécidos que sufrieron MDQ a
causa de la interaccion se estan corresponden a: G4RS5, 7-AGGK-10, C12, 17-
CCSQWGWCGS-26, Y30C31, 37-CQS-39 y K42 (Fig. 3.12).

En contraste con el caso del individuo sano, en el alérgico también se presentaron
MDQ en una regiéon localizada del alérgeno. Sin embargo, en este caso se
presentaron modificaciones en dtomos de aminodcidos centrales de la proteina que
no estan expuestos, principalmente seis de las ocho cisteinas que forman el arreglo

de puentes disulfuro del dominio de lectina.
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Figura 3.11: Espectro de diferencias de la interaccion de heveina con IgGs del individuo
alérgico. Representacién de las sefiales en curvas de niveles. Los dtomos de heveina que sufrieron
modificacion en el desplazamiento quimico por la interaccién de IgGs se mantienen después de la resta
(pares azul-rojo). Los anticuerpos se encuentran en una proporcion infima y sus sefiales se encuentran a
nivel ruido.
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Se tiene evidencia de que ésto fue debido a un cambio conformacional que involucra
a la cisteina 3 (C3) y que repercute en otros aminodcidos del nicleo proteico.

Aln con las MDQ presentadas por aminodcidos centrales, el andlisis se basé en los
aminodcidos que estan expuestos. Por lo cual se realizé una discriminacion entre
los desplazamientos quimicos modificados de las sefiales de aminoécidos internos y
expuestos (Capitulo 3.6). Esto con el fin de representar una regién expuesta como
el caso mas ideal, y asi fuera comparable a la representacion creada para el caso
del individuo sano. Ademads, parte del niicleo de puentes disulfuro tuvo variaciones
debido a algtin cambio conformacional en la superficie de la heveina. Lo que podria
sugerir que la perturbacién de un zona expuesta sea suficiente para generar un
gran cambio conformacional, sélo por que ésta tiene aminodcidos formando puentes

disulfuro.

(A) Sano (B) Alerg.

Figura 3.12: Representacion de las modificaciones al desplazamiento quimico por la
interaccion. La interaccién de la heveina con IgG de individuos sano y alérgico. (A) Epitopo
de IgG de paciente sano (en rojo), los aminodcidos perturbados que se encuentran en una
region localizada cercana al carboxilo terminal de heveina. (B) Regién de heveina que sufrié
modificaciones por las IgGs del individuo alérgico, representado con el mismo cédigo de colores.
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La interaccion con IgGs de pacientes alérgicos deberia tener una menor especifici-
dad por un sitio de heveina. Por lo tanto se esperaba la modificacion de sefiales en
toda la superficie de heveina, y no de una region localizada.

Cabe resaltar que la regién reconocida por el individuo alérgico, tiene mucha si-
militud con todas las secuencias homélogas de dominios de lectina presentes en
diferentes plantas. Tal vez, la especificidad mostrada hacia el amino terminal sea la
responsable de que no se pueda neutralizar el alérgeno in vivo, asi, otros anticuerpos
causantes de la alergia pueden reconocer un epitopo de heveina localizado en otra

region.

3.6. Analisis de los epitopos

Anteriormente varios grupos de investigacion habian realizado busquedas de
epitopos de heveina con técnicas inmunolégicas® %27, En este trabajo se realizé la
primera busqueda a través de RMN para obtener la interaccién en disolucién de la
forma nativa de la heveina con IgGs. Los resultados de investigaciones previas y los
presentados en este trabajo demuestran que ain cuando la heveina es una proteina de
43 aminodcidos, la busqueda de sus epitopos se puede tornar ambigua. En nuestro
caso, el movimiento de residuos aislados puede interferir en el anélisis de epitopo
(Fig. 3.12), o bien es probable que efectivamente esos residuos sean parte del epitopo
que le confiera selectividad, hecho que en esta tesis no estaba previsto.

La RMN es una técnica muy sensible que permite observar todos las MDQ después
de la adicion de anticuerpos, por lo cual pudimos identificar MDQ hasta de los
aminodcidos internos de la proteina, tales como las cisteinas del nicleo que no estdn
expuestas al disolvente (Figura 1.1). Por ello, podemos proponer que el aminodcido
C3 pudo haber provocado todo el cambio conformacional del nicleo de la proteina,
ya que esta cercano a la zona que interaccioné correspondiente a los aminodcidos
4-GRXAGGK-10. Aunado a esto existen residuos expuestos al disolvente que son

perturbados tanto por las IgG de individuo alérgico como por las de individuo sano.
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Cabe mencionar que los anticuerpos purificados corresponden a 3 de las 4 subclases
del isotipo IgG. Para el caso de la subclase IgG4 podria decirse que es la que tiene
mayor probabilidad de interaccionar con el alérgeno, ya que se ha comprobado que
la expresion de esta subclase estd ligada a la expresion de las IgEs, y que guardan
alguna similitud biolégica. En nuestro estudio hubiera sido interesante estudiar si
los epitopos reconocidos por las IgGs del individuo sano son competidos por el
suero total de un paciente alérgico, para conocer si el epitopo determinado para
el individuo sano es competido por IgEs de un alérgico. Este dato proporcionaria
avances para la obtencion de proteinas hipoalergénicas u otras terdpias. No obstante,
se realizd un avance significativo en la determinacién de zonas antigénicas de
heveina para IgGs aun cuando estos anticuerpos no sean los responsables bioldgicos
de la alergia.

Con el fin de simplificar el andlisis se cre6 una representacion de los epitopos
reportados anteriormente, asi como un andlisis del drea superficial accesible
(GetArea*?, Tabla 3.2) y el epitopo encontrado en este trabajo para la interaccién de

IgGs de paciente sano y alérgico (Fig. 3.13).

Tabla 3.1: Comparacion de los epitopos reportados de heveina y los epitopos de este

trabajo.

Epitopos reportados Tipo Referencia
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD  Lineal Beezhold.®
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD  Lineal Banerjee.’
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD  Conformacional Karisola.?’
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD  Conformacional Reyes-Lopez. 1928

EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKN GetArea®?
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD  Conformacional IgG  P. sano
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD  Conformacional IgG  P. alérgico
Los aminodcidos propuestos como parte de un epitopo estan subrayados. En la tabla se muestran
los aminodacidos calculados con mas de 50 % de exposicion al solvente (GetArea).

Lineal De Silva. 10
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Tabla 3.2: Analisis del drea expuesta al solvente de la heveina (PDB 1Q9B).
Residuo A.Total A. Apolar C. principal C.lateral Radio(%) Interno/Externo

GLU 1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.0 i
GLN 2 91.51 33.50 17.77 73.74 51.3 e
CYS 3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.0 i
GLY 4 7.35 7.35 7.35 0.00 8.4 1
ARG 5 176.90 83.45 31.09 145.81 74.6 e
GLN 6 72.37 45.30 36.21 36.16 25.2
ALA 7 26.82 25.62 15.50 11.32 17.4 i
GLY 8 82.53 51.78 82.53 0.00 94.6 e
GLY 9 56.11 32.06 56.11 0.00 64.4 e
LYS10 133.68 92.84 10.80 122.89 74.7 e
LEU 11 59.98 41.40 19.13 40.86 27.9
CYS 12 9.60 1.57 9.55 0.05 0.0 i
PRO 13 81.10 80.29 15.75 65.35 62.1 e
ASN 14 127.82 32.85 25.94 101.87 89.1 e
ASN 15  121.76 26.23 17.11 104.66 91.6 e
LEU 16 62.33 62.31 1.61 60.73 41.5
CYS 17 4.47 0.00 0.00 4.47 4.4 i
CYS 18 0.00 0.00 0.00 0.00 0.0 i
SER 19 5.97 5.31 0.00 5.97 7.7 i
GLN 20 43.38 7.54 1.96 41.42 28.8
TRP 21  170.27 154.30 5.56 164.71 73.3 e
GLY 22 0.00 0.00 0.00 0.00 0.0 i
TRP 23  132.73 120.51 0.00 132.73 59.1 e
CYS 24 27.92 6.20 17.35 10.56 10.3 1
GLY 25 12.92 12.92 12.92 0.00 14.8 i
SER 26 54.99 48.89 6.67 48.31 62.4 e
THR 27 93.81 88.48 7.01 86.80 81.7 e
ASP 28  100.75 22.33 2.20 98.55 87.2 e
GLU 29 47.81 45.01 2.84 44.97 31.8
TYR 30 65.61 26.04 0.00 65.61 34.0
CYS 31 0.57 0.57 0.00 0.57 0.6 i
SER 32 19.79 8.92 1.26 18.54 23.9
PRO 33 72.93 60.58 16.34 56.58 53.8 e
ASP 34  132.15 33.97 31.38 100.76 89.2 e
HIS 35 76.83 53.46 2.30 74.52 48.2
ASN 36 93.12 27.34 10.57 82.55 72.2 e
CYS 37 17.67 0.00 17.67 0.00 0.0 i
GLN 38 58.83 25.34 33.93 24.90 17.3 i
SER 39 37.30 37.18 7.71 29.59 38.2
ASN 40 66.30 18.45 27.53 38.77 33.9
CYS 41 57.03 17.00 29.95 27.08 26.5
LYS42 11943 86.26 11.19 108.24 65.8 e
ASP 43  183.57 43.21 52.40 131.17 100.0 e

Los aminodcidos marcados en el algoritmo como expuestos tienen més del 50 % de su drea expuesta
al disolvente. Estos aminodcidos fueron la base para el andlisis de los posibles epitopos de heveina.
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de Silva[10] Este trabajo Este trabajo
Individuo sano Individuo alerg.

Figura 3.13: Representacion de los epitopos de heveina sobre la estructura. Para los epitopos
conformacionales sélo se etiquetan los residuos que estdn “de frente” a esta representacion. Los
epitopos lineales s6lo estan etiquetados en el primer y tltimo aminoécido.

Tal andlisis muestra que ciertos aminoacidos propuestos como parte de un epitopo
lineal no estdn expuestos al disolvente en la estructura cristalogrifica de heveina a
alta resolucién 1. También se observa que los epitopos propuestos por nuestro grupo

de trabajo son parte de la region expuesta de otros epitopos descritos.
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Se han realizado varios estudios de interaccién por medio de técnicas que utilizan la

relajacién cruzada323°

, en el cual se obtiene una sefial en el espectro si las moléculas
interactuantes estdn cercanas en el espacio.

Para otros tipos de estudios inmunoldgicos, las muestran deben ser de pacientes
inmunizados. En este caso el paciente inmunizado ideal deberia ser un alérgico;
sin embargo, por la dificultad de purificar IgEs procedimos a la alternativa de IgGs
de un paciente sano que habia tenido contacto con alérgenos. Es de esperarse que
dos individuos tengan distinto reconocimiento. Pero en este trabajo se busc6 dar un
enfoque de estudio en funcion de la enfermedad. Asi, las variaciones provocadas por
factores como edad, raza, enfermedades previas, etc., estdn fuera de este andlisis.
Por otra parte, un estudio completo podria ser realizado en individuos de una misma
linea genética o familia (hermanos, por ejemplo). En el cual un individuo deberia
tener predisposicion genética hacia la alergia y el otro no.

Las regiones reconocidas entre los dos individuos fueron distintas; sin embargo,
hay coincidencias entre ellas. En esta técnica, se llegan a observar todas las MDQ
de atomos que estan involucrados en el epitopo y los vecinos cercanos de estos.
A criterio del andlisis de los residuos que estdn expuestos mas de 50 % segtn el
servidor GetArea, se discrimind a los residuos a los que en nuestro juicio si son parte
de un epitopo y los que sélo sufrieron MDQ por el simple hecho de estar cercanos
a un aminodcido interactuante. Los aminodcidos de la heveina modificados por la

interaccion de IgGs son:

e Para el individuo sano.

R5, W21, 33-PDHN-36, K42

e Para el individuo alérgico.

R5, 8-GGK-10, W21, W23, §26, K42
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Conclusiones

o Los regiones de interaccidén encontradas en este trabajo representan el
primer estudio de busqueda de epitopos del alérgeno heveina a través de

técnicas estructurales en disolucion.

o Se comprobd que las IgGs policlonales son un modelo viable para
el estudio de interaccidon de alérgenos pequefios sin enriquecer con
anticuerpos libres y en disolucion.

o Las regiones reconocidas por las IgGs de los dos individuos demostraron

ser distintas:

Epitopos encontrados en este trabajo

EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD | Sano
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKD | Alérgico

EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKN | Expuestos

Las regiones que fueron perturbadas y sufrieron MDQ (rojo). Las regiones
que estan mas de 50 % expuestas para todas las MDQ (azul).

o Se demostrd que tanto las IgGs de pacientes sanos como las de alérgicos
interactuan en regiones localizadas. Aunque el resultado que no era
esperado, en ningln trabajo se habian descrito anticuerpos policlonales
con especificidad para proteinas pequeias.

o Los anticuerpos IgG de paciente alérgico perturbaron una zona que
repercutié en un cambio conformacional del nicleo proteico.

o Los dos posibles epitopos sélo tienen una region de translape compuesta

por los aminodcidos RS, 19-SQWG-22, Y30C31, K42. De los cuales s6lo
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estan expuestos RS, W21 y K42.

o Selogro6 clonar y purificar el alérgeno recombinante heveina. Se caracteri-
z6 cromatograficamente y se midié su masa molecular por MALDI-TOF.
Asi mismo se obtuvo su espectro de RMN y se demostrd que su plega-

miento era idéntico.

o Se obtuvo un alérgeno recombinante enriquecido con *C y PN, a través de
la construccion EK-EK-rhev. Se estandarizé su obtencién y se adquirié un

espectro 'H!>N-HSQC como base para futuros trabajos con heveina.



Perspectivas

o Realizar los experimentos de competencia de IgGs contra suero total
usando técnicas de ELISA. Asi se podrd determinar si las IgGs del
individuo sano compiten con anticuerpos del suero total de un individuo

alérgico, que si contiene IgEs solubles en infimas cantidades.

o Realizar un estudio cuantitativo de las modificaciones del desplazamiento
quimico, o en su caso realizar estudio de transferencia de magnetizacién
como STD-TOCSY, STD-HSQC, etc. Con el fin de obtener las correlacio-
nes entre sefiales otro tipo de experimento para corroborar los resultados

de este trabajo.

o Adquirir espectros de triple resonancia HNCA, HNCO, HNCACO, HSQC-
TOCSY, HSQC-NOESY para rhevE para determinar los desplazamientos
quimicos de toda su cadena, con el fin de determinar modificaciones mas

precisas en futuros trabajos de interaccion.

o Afinar la estructura de RMN a pH 6.8 y determinar a ciencia cierta si el

pH es un factor que afecta su conformacion.

o Intentar obtener un anticuerpo monoclonal con afinidad a heveina con el
cual se puedan realizar variaciones en los experimentos de RMN para

obtener con certeza sus epitopos.
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Apéndice A

Inmunoglobulinas y sus
receptores de membrana

Las IgE pueden estar presentes en sangre o ancladas a sus receptores de
membrana, los cuales estdn expresados en la superficie de los mastocitos
y basdfilos. Hasta este momento se conocen dos tipos de receptores a
IgE: FceRI y FceRIIL. El primero de estos se cloné de mastocitos*!; sin
embargo, tiempo después se encontré que una isoforma de éste estaba
presente en personas con alergias, es el caso del receptor denominado
FceRII, el cual tiene una mayor afinidad por las IgE que FceRI y esta

sobreexpresado en pacientes alérgicos*?.

En la alergia o hipersensibilidad tipo I el mecanismo general de interaccion
se basa en el entrecruzamiento generado por dos IgEs sobre la membrana
(Fig. A.1) y para esto es necesario que dos IgEs reconozcan al menos a dos
epitopos de un antigeno multivalente (alérgeno) o bien el mismo epitopo
de un alérgeno en su forma de multimero. Asi después del reconocimiento
las regiones intracelulares de los receptores son fosforiladas en los
dominios ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) por las
cinasas Lyn, las cuales forman un macrocomplejo citosélico despues de
que dos IgEs se aproximan®®. Esto finalmente conduce a la cascada de

eventos que dan lugar a los sintomas de la alergia (Fig. A.2).
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motivo

—>11
ITAM

Figura A.1: Esquema de una IgE y su receptor de membrana. Las proteinas involucradas
en el complejo transmembranal del FceRI y la IgE. En otra regién de la membrana se
encuentra la tirosin-fosfatasa Lyn la cual interviene directamente en la fosforilacion de los
receptores.

Figura A.2: Esquema del entrecruzamiento de IgEs al reconocer alérgenos. Complejo
formado por las IgE al reconocer a un antigeno multivalente y la cascada de fosforilacién
generada por la aproximacion de receptores y la cinasa Lyn.
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Experimentos TOCSY y NOESY

B.1. TOCSY

TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY) es un experimento homonu-
clear, generalmente utilizado para 'H, en el cual se obtiene un espectro
donde un acoplamiento entre dos espines es indicado por un pico de cruce.
En el experimento TOCSY también se observan espines que estdn conec-
tados a través de una cadena continua de acoplamientos, es decir, si el

espin A estd acoplado al espin B, y el espin B estd acoplado a C, enton-

i t mix
\
i t mix |
|
i t mix ‘| @
||‘
I |H|\|I"| WAaann

2

|||'|.~",

I A
‘l‘\“l “l“l\’l WA

| |'|'“

A

Figura B.1: Secuencia de pulsos del experimento TOCSY. Las regiones marcadas A y
B son las que contribuyen al espectro.
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ces se podrd observar el pico de cruce de A y C, atin cuando no haya un
acoplamiento entre éstos dos. Caso contrario, en el experimento COSY
(COrrelation SpectroscopY) sélo se observan los picos de cruce de los es-
pines acoplados, en el anterior ejemplo inicamente serian A y B, asi como
B y C. En un andlisis completo de una molécula se obtienen experimentos

a diferentes tiempos de mezclado**(Fig. B.1).

B.2. NOESY

Un espectro bidimensional NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectros-
copY) es muy similar a un espectro TOCSY, con la excepcion de que los
picos de cruce no son generados por la transferencia de coherencia entre
acoplamientos, sino por relajacién cruzada. Entonces, la aparicién de un
pico NOE en (£2;,Q ;) significa que existe relajacion cruzada entre los espi-
nes i y j. En otras palabras, los dos espines estdn cercanos en distancia. La
relajacion cruzada genera sefiales en el espectro gracias a la transferencia

de magnetizacion entre nicleos, y no a la relajacién con el solvente.
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Figura B.2: Secuencia de pulsos del experimento NOESY. A diferencia del experimen-
to TOCSY, en el experimento NOESY el tiempo de mezclado se mantiene constante
mientras se obtiene el experimento a diferentes tiempos de t1.
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B.3. Estructura de heveina a pH fisiol6gico

En reportes anteriores se han comentando las dificultades de la convergen-
cia de los célculos de la estructura de heveina a partir de datos de reso-
nancia a pH neutro>®. En este trabajo obtuvimos la estructura tridimen-
sional de heveina a través de las restricciones del experimento NOESY,
el resultado final demuestra que la estructura calculada no es idéntica a
las depositadas en el PDB, atin asi, la estructura tiene la misma topologia
general en la region de los primeros tres puentes disulfuro. Los pardme-
tros de convergencia arrojados por el programa Atnos-Candid-Cyana*>—8
demuestran que las restricciones no fueron suficientes para minimizar la
estructura (Tabla B.1).

Esto quiere decir que aunque las estructuras son superponibles, las diferen-
cias son claras en los extremos amino y carboxilo terminal. En el andlisis
realizado en este trabajo inicamente se utilizaron 367 restricciones NOE,
comparadas con las 458 con las que se determin la estructura por primera
vez’. La convergencia del RMSD lleg6 a un valor de 0.84A esto quiere
decir que las estructuras calculadas tienen congruencia y similitud entre
ellas. También, la funcidén de convergencia llegé a un valor bajo, lo que
significa que durante el cdlculo en esta funcién estaban representadas casi
todas las restricciones de distancias y dngulos. El total de las sefiales NOE
esta compuesto por seflales provenientes de correlaciénes secuenciales, in-
trarresiduo, etc. Para una proteina pequefia los valores de mediana y larga
distancia deberian ser de minimo de tres o cuatros sefiales por residuo pa-
ra lograr estabilizar la estructura (Tabla B.1). Es relevante mencionar que
entre los datos arrojados por el célculo se determind a las regiones 1E-33P
y 37C-43D como regiones que tienen poca variacion en el RMSD.

Lo que nos ayuda a proponer que la regién de 34-DHS-36 esta causando

parte del problema de la convergencia de la estructura en la conformacion
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Tabla B.1: Parametros de convergencia de RMN para la heveina

Numero de residuos 43

Peso molecular(Da) 4717.1
Numero de modelos 20

Funcién de convergencia 1.86 = 0.49
Intervalo RMSD 3-41
-Cadena principal 0.84 +£0.14
-Atomos pesados 1.19 £ 0.15
RMSD 6ptimo 1-33, 37-43
Restricciones NOE 367
-Intrarresiduo 75 (20.44 %)
-Secuencial 124 (33.79 %)
-Media distancia 83 (22.62 %)
-Larga distancia 85 (23.16 %)
Restricciones NOE por residuo | 8.53
Restricciones angulos diedro 174

Hev (Este trabajo) 1HEV (Andersen)

Figura B.3: Estructura de rhev a pH 6.8. En la figura estdn representadas las dos estructuras
resueltas de heveina por RMN. En gris de encuentran las 6 estructuras de menor energia de la
heveina, la estructura resuelta en este trabajo Hev a pH 6.8 y la estructura depositada en la base de
datos PDB con clave 1HEV?.
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Experimentos TOCSY y NOESY

del carboxilo terminal. Las diferencias obtenidas se deben a la perdida de
seflales NOE al aumentar el pH lo cual fue propuesto tambien por otros
grupos>®. El RMSD entre la estructuras es de 6.20 A para todos los 4to-
mos pesados de la cadena principal, y de 2.22 A para la regi6n de los pri-
meros tres puentes disulfuro, de los aminoécidos 3-31. La representacion
de las dos estructuras de heveina resueltas por RMN se representan con
las seis estructuras de menor energia obtenidas a pH 6.8 y las seis estruc-
turas depositadas por Andersen’(Fig. B.3). La estructura resuelta en este
trabajo no tiene ningun afinamiento. En la figura B.3 se muestran los dos
carboxilos terminales, tienen diferente conformacion, esto debido a que la

calidad de nuestra estructura no es suficiente para una buena comparacion.
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Apéndice C

HSQC de heveina

Se obtuvo el espectro HSQC de rhevE, la proteina fue obtenida de una
construccidn con doble sitio de enterocinasa (Capitulo 2.2.1). Los picos
de cruce estan representadas en azul para las correlaciones (HN,N) de la
cadena lateral y las correlaciones de hidrégeno con nitrégeno de cadenas

laterales como lisina, arginina, histidina y triptofano (Fig. C).
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heveina (const. EK-EK-rhev)
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Figura C.1: HSQC de heveina. Espectro bidimensional de '"H'>N-HSQC de heveina marcada (rhevE) obtenido en un campo
magnético de 700 MHz de un equipo Varian VNMR-S.



HSQC de heveina
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