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Abstract 

 

Hev b 6.02 (hevein), identified as a major allergen from natural rubber latex, is involved 

in the latex-fruit syndrome and also acts as a pathogenesis defense-related protein. Its 

3D structure has been solved at high resolution, and its linear epitopes have already 

been reported. However, information about conformational epitopes is still 

controversial, even though it is relevant for the study of allergen–antibody molecular 

interactions. This work is focused on the structural characterization of putative B-cell 

epitopes of Hev b 6.02 based on molecular modelling and in vitro experiments using 

recombinant antibodies. We obtained a murine monoclonal antibody (mAb 6E7) and 

three anti-Hev b 6.02 human single chain fragments (scFvs A6, H8 and G7) that were 

able to compete for hevein binding with serum IgEs from latex allergic patients. A 

synergistic blocking effect of tested antibodies was observed, indicating that they may 

bind to different regions of the Hev b 6.02 surface. In vitro assays showed that the mAb 

6E7 and scFv H8 recognized the area of Hev b 6.02 where the aromatic residues are 

exposed; while the scFv G7 bound the amino and carboxy-terminal regions that lie close 

to each other, as a different epitope. The structural modelling of the Hev b 6.02–scFv 

H8, Hev b 6.02-scFv A6 and Hev b 6.02–scFv G7 complexes revealed the putative 

regions of three conformational epitopes. In one of these, the aromatic residues, as well 

as polar side chains are important for the interaction, suggesting that they are part of a 

dominant conformational epitope also presented on the Hev b 6.02–IgE interactions. 

Identified antibodies could be useful for diagnostic and therapeutic studies, as well as 

for the treatment of latex allergy. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neevia docConverter 5.1



Resumen 

 

Este trabajo es enfocado en la caracterización estructural de los epítopos putativos 

conformaciones del principal alergeno del látex Hev b 6.02, basado en modelaje 

molecular y experimentos in vitro utilizando anticuerpos recombinantes. Obtuvimos 

un anticuerpo monoclonal murino (mAb 6E7) y tres fragmentos variables de cadena 

sencilla (scFvs A6, H8 and G7) específicos a Hev b 6.02 que son capaces de 

competir por la unión de Hev b 6.02 con las IgEs de suero de pacientes. 

Encontramos un efecto bloqueador sinergista en presencia de varios anticuerpos 

juntos, indicando que ellos reconocen regiones diferentes de la superficie de este 

alergeno. Los experimentos in vitro, los cuales se centran en inhibiciones por 

ELISA y experimentos de fluorescencia muestran que los anticuerpos 6E7 y H8 

reconoce el área donde los triptófanos están expuestos al disolvente; mientras que el 

anticuerpo scFv G7 reconoce la región amino y carboxilo-terminal, las cuales se 

encuentran cercanas, estableciendo a este como un epítopo diferente. Los modelos 

estructurales del acoplamiento entre los complejos Hev b 6.02-scFv H8 y Hev b 

6.02-scFv G7 revelaron las regiones putativas de los dos epítopos conformacionales. 

En uno de ellos, los residuos aromáticos, así como algunos residuos polares son 

importantes para la interacción, sugiriendo que estos forman parte de un epítopo 

conformacional también presente en la interacción de Hev b 6.02-IgE. Los 

anticuerpos identificados en este trabajo pueden ser herramientas esenciales para el 

diagnóstico, así como para el tratamiento contra la alergia al látex. 
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1 INTRODUCCIÓN 
 
1.1 MECANISMOS EN EL PROCESO ALÉRGICO 

1.1.1 CONCEPTO DE ALERGIA 

 

El sistema inmune humano presenta un alto grado de organización celular y 

molecular en la defensa contra sustancias extrañas (antígenos). Sin embargo, puede 

presentar alteraciones que generan mecanismos de respuesta exagerada o adversa al 

propio individuo. Dentro de este tipo de respuestas se encuentran las reacciones de 

hipersensibilidad (clasificadas por Coombs y Gell en Tipos I a VI), en  las cuales se 

desarrolla una respuesta inmune inadecuada contra algunas sustancias extrañas, o 

inclusive, contra  aquellas que no debieran ser consideradas como tales1, 2, 3. La alergia 

(del griego allos ergo, reacción alterada) o hipersensibilidad inmediata (Tipo I) se 

manifiesta contra una cierta clase de antígenos denominados alergenos, ya sea proteínas 

o haptenos (fármacos), los cuales se caracterizan por interactuar con inmunoglobulinas 

de tipo E (IgE). La manifestación clínica de esta respuesta depende de factores como la 

predisposición genética, la vía de entrada del alergeno y el ambiente en el cual se 

encuentra el individuo4.  
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1.1.2 MECANISMOS GENERADORES DE LA RESPUESTA ALÉRGICA 

 

La fase de sensibilización, periodo en el cual se producen  anticuerpos IgE´s 

específicos para cada alergeno, inicia desde el primer contacto de estos con el 

organismo. Recientemente se ha observado que los alergenos al entrar a un organismo 

interaccionan con receptores tipo Toll, sobre todo TLR-2, localizados en la superficie de 

células presentadoras de antígeno (APC), como las células dendríticas (CD) y células 

NK (natural killers) maduras5.  

 

Estas células capturan a los alergenos, los procesan y más tarde presentan en su 

superficie pequeños péptidos unidos a moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad tipo II (MHC-II). Dicho complejo es presentado a receptores de 

linfocitos T vírgenes (TCR), que una vez unidos en presencia de moléculas co-

estimuladoras activan cascadas se señalización en el linfocito T CD4+, provocando  la  

liberación de citocinas como Interleucina 4 (IL-4) e Interleucina 10 (IL-10). Estas 

estimulan la inducción de la respuesta de células especializadas en la defensa contra 

patógenos extracelulares, también llamadas células T helper tipo 2 (Th2)6.  

 

Las condiciones que favorecen la respuesta de células Th2 permiten la expresión 

de un grupo de genes codificados en el cromosoma humano 5q31-33 dando lugar a la 

liberación de más y mayor cantidad de citocinas, tales como IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 IL-9, 

IL-10 y IL-13, así como al factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos 

(GM-CSF), las cuales favorecen la proliferación de mastocitos, basófilos y eosinófilos7, 

8, 9. Los linfocitos B son estimulados por las IL-4 e IL-13 en forma soluble, así como 

por CD40L, presente en la superficie de los linfocitos T, que al interaccionar con sus 

receptores específicos (IL-4R, IL-13R y CD40, respectivamente) sinergizan la 

expansión clonal, la diferenciación a células plasmáticas y el cambio de isotipo hacia la 

producción de anticuerpos IgE8, 23. 

 

Los individuos atópicos (del latin a + topos, "sin lugar", "desubicado") presentan 

una predisposición genética a reaccionar ante la estimulación de concentraciones bajas 

de alergenos, generando una respuesta parcial de células B y no de centros germinales 
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maduros, observándose que el cambio de isotipo a IgE se produce en grandes 

cantidades10. 

 

El fragmento cristalizable (Fc) de estas IgE´s se encuentra mayoritariamente 

anclado a la superficie de células cebadas (mastocitos), basófilos, monocitos, en células 

dendríticas y células de Langerhans por receptores de alta afinidad específicos 

(FcεRI)7,10. Por otra parte, estas inmunoglobulinas también se encuentran en la 

superficie celular de linfocitos B, a través de los receptores de baja afinidad FcεRII y 

CD2311, 12, 13. En el momento que dos moléculas de IgE, ancladas a receptores de alta 

afinidad, reconocen estructuralmente a un  alergeno o a alergenos multivalentes se 

desencadena la activación de mastocitos, basófilos y eosinófilos, por medio de cascadas 

de señalización. Estan derivan en la producción de citocinas  IL-3, IL-4, GM-CSF y 

factores de crecimiento14, así como en la desgranulación, en tejidos específicos, de 

mediadores como histamina, prostaglandinas y leucotrienos, enzimas como triptasa y 

quimasa, neuropéptidos y productos del rompimiento de factores del complemento, los 

cuales en conjunto generan la respuesta inmediata de la alergia8, 15. La interacción 

alergeno-IgE-FceRI también conduce a la proliferación y diferenciación de células B en 

células plasmáticas especializadas para la producción de IgE´s circulantes específicas 

contra dicho alergeno (Ver Figura 1)17. 

 

1.1.3 MANIFESTACIONES CLÍNICAS DE LA ALERGIA 

 

Las manifestaciones inmediatas de la hipersensibilidad tipo I se obtienen a través 

de la liberación de histamina, prostaglandina y otros mediadores preformados, los 

cuales se unen a receptores específicos ubicados en las células endoteliales vasculares 

ocasionando vasodilatación, contracción del músculo liso, hipersecreción mucosa y 

edema (ver Figura 1)16. El tipo de manifestación clínica así como su severidad 

dependerán de la vía de entrada y de la sensibilidad de cada individuo. Por lo cual, los 

síntomas de una respuesta alérgica pueden ser hinchazón, secreción mucosa e irritación 

del tracto respiratorio para aquellos alergenos que ingresan al organismo por vía aérea, 

mientras que se presentan urticaria local, aparición de ronchas y dermatitis para 

alergenos que penetran por membranas mucosas o piel. En ocasiones muy  severas se 

presentan cuadros agudos (choques anafilácticos) que pueden ocasionar la muerte1.   
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La respuesta inmediata da paso al desarrollo de una fase tardía que se produce de 

ocho a doce horas después de la exposición del alergeno, ya que el reclutamiento de 

basófilos, eosinófilos y células Th2 en el sitio de reacción causan una segunda fase de 

contracción del músculo liso, provocando edema y bloqueo de las vías aéreas 

superiores, manifestaciones clínicas del asma. Una exposición continua al alergeno 

puede generar una respuesta crónica inflamatoria, claramente observada en la dermatitis 

atópica y en el asma alérgico-crónico10. 

 

Figura 1. Representación de los procesos de sensibilización y fase efectora de la Hipersensibilidad 

Tipo I 
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1.1.4 HIPÓTESIS SOBRE EL INCREMENTO DE LAS ALERGIAS 

 

Actualmente existen reportes donde se indica que los alergenos afectan a casi 500 

millones de personas en el mundo, la  mayoría  ubicados en países industrializados, con 

un aumento significativo en años recientes sobre todo en países en vías de desarrollo18. 

Existen tres hipótesis que explican el por qué de este aumento. La primera, denominada 

“hipótesis de la higiene o de la selva”, indica que la falta de exposición a agentes 

infecciosos y a endotoxinas durante los dos primeros años de vida inhiben la 

estimulación de células mononucleares (CD y NK), a través de receptores tipo Toll, 

desencadenando una elevación de la respuesta TH29. La segunda llamada “hipótesis de 

la microflora” establece que la perturbación de la flora intestinal normal a causa del uso 

exagerado de antibióticos y la incorporación de alimentos industrializados en la dieta 

disminuyen la tolerancia inmunológica e incrementa las enfermedades alérgicas19. La 

última hipótesis denominada “de la contaminación ambiental” establece que varios 

contaminantes como las partículas suspendidas de diesel, polvo de guantes o el humo 

del tabaco son capaces de cambiar la respuesta de células T al patrón de secreción 

Th218. 

 

1.1.5 CARACTERÍSTICAS DE LOS ALERGENOS PROTEICOS 

 

Actualmente existen 7 bases de datos sobre alergenos proteicos, destacando  la base 

SDAP (Structural Database of Allergenic Proteins), la cual contiene la secuencia de 737 

alergenos e isoalergenos y la información sobre las estructuras tridimensionales de 45 de 

ellos, reportados en el PDB20, 21. Los alergenos son nombrados de acuerdo a su origen 

taxonómico, las primeras tres letras describen al género, seguidas por la primera letra de 

la especie y un número arábigo, el cual es designado consecutivamente según su 

aparición como alergeno. Los isoalergenos (variantes de un mismo alergeno) se 

nombran con un punto y números consecutivos después del nombre del alergeno22.  

La Organización Mundial de la Salud, junto con la Unión Internacional de las 

Sociedades de Inmunólogos, ha creado la base de datos oficial donde cada alergeno 

nuevo es reportado estableciendo su origen e importancia22. Esta consideración se 

realiza con base en la prevalencia de cada alergeno, es decir el porcentaje de individuos 
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alérgicos sensibilizados al mismo. Los alergenos clasificados como “principales” son 

aquellos presentan una  prevalencia de hasta el 50% en poblaciones alérgicas.  

 

Los alergenos proteicos reportados hasta el momento provienen de fuentes muy 

diversas, inclusive de origen humano; sin embargo, se han clasificado de acuerdo a 

algunas características comunes, como su actividad biológica (proteínas relacionadas a 

la patogénesis, enzimas, proteínas que unen calcio o transportan lípidos, etc.),  su 

estabilidad por resistencia a proteasas o a agentes desnaturalizantes (presencia de 

puentes disulfuro o modificaciones postraduccionales, etc.) o presencia de motivos 

estructurales comunes24, 25. 

 

En 1998 se realizó el primer análisis comparativo de las escasas estructuras 

tridimensionales de alergenos reportadas en el PDB (Protein Data Bank), estableciendo 

de manera muy general que todas ellas presentaban una forma más esférica que 

elíptica26. Estudios posteriores dieron lugar a una clasificación basada en la estructura 

secundaria de 40 proteínas alergénicas provenientes de diversas fuentes, proponiéndose 

cuatro familias estructurales definidas: tipo hélice α, hebras β antiparalelas, hojas  β 

antiparalelas asociadas íntimamente a hélices α y  hojas  β antiparalelas-hélices α poco 

asociadas27. Furmonaviciene y col. (2001) establecieron al motivo α-β estabilizado por 

una cisteína como una familia estructural predominante en algunos alergenos28. No 

obstante, hasta el momento no se ha demostrado que la presencia de características 

estructurales específicas defina a un alergeno como tal, únicamente se ha propuesto que 

sus propiedades intrínsecas estén relacionadas con la capacidad de inducir una respuesta 

TH2 e interactuar con IgE´s29. 

 

 1.1.6 REACTIVIDAD CRUZADA 

 

 Dos alergenos presentan reactividad cruzada solo sí comparten características 

estructurales similares, lo que hace que sean reconocidos por anticuerpos IgE de sueros 

de pacientes que se han producido por sensibilización hacia alguno de los dos. Es 

interesante mencionar que en la mayoría de los casos, todos los alergenos que presentan 

reactividad cruzada tienen un plegamiento similar, con más del 70% de identidad en la 

secuencia de aminoácidos; sin embargo, alergenos con plegamiento similar pueden no 
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mostrar reactividad cruzada27. 

 En 2001, la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Organización para el 

Alimento y la Agricultura (FAO) propusieron que una proteína es potencialmente 

alergénica si presenta una identidad mínima del 35% en un intervalo de 80 aminoácidos 

comparada con un alergeno conocido y al menos 6 aminoácidos idénticos contiguos, 

además se debe confirmar la  estabilidad de la proteína y su unión a las IgEs30, 31, 32. 

 

 El intervalo de valores para las constantes de afinidad de la interacción Ab-Ag 

varía de 103 a 1010 M-1, lo cual corresponde a una diferencia máxima de energía libre de 

aproximadamente 40 kJ mol-1. Esto implica que dos alergenos homólogos que presentan 

pequeñas diferencias en el número de interacciones con anticuerpos IgE de pacientes, 

por ejemplo, puentes de hidrógeno (con energías de 2-8 kJ mol-1) pueden hacer no 

detectable la unión con alguno de los dos33; de ahí que alergenos con plegamiento 

similar pero con diferencias en la secuencia de aminoácidos puedan no presentar 

reactividad cruzada. 
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1.2 CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LA INTERACCIÓN 

ALERGENO-ANTICUERPO 

 

 1.2.1 ESTRUCTURA DE ANTICUERPOS 

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son proteínas producidas por células B 

plasmáticas que tienen una estructura común de cuatro cadenas peptídicas. Esta 

estructura se forma de dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) idénticas. Las 

cadenas pesadas poseen entre cuatro (IgG, IgD e IgA) y cinco (IgM e IgE) dominios de 

acuerdo a su isotipo; en la parte amino terminal se encuentra la región variable (VH) 

seguida de tres o cuatro regiones constantes (CH´s). Las cadenas ligeras presentan solo 

un dominio variable (VL) y un dominio constante (CL) (Figura 2). Los dominios 

constantes varían de tres a cuatro dependiendo el isotipo de la inmunoglobulina, algunos 

de estos dominios muestran  los sitios de unión a receptores específicos presentes en la 

superficie de varios tipos celulares.  

 

El entrecruzamiento es decir, la unión entre antígeno-anticuerpo-receptor-célula 

permite la activación celular específica para llevar a cabo funciones diferentes, es por 

eso que la parte constante que se une a los receptores se conoce como parte efectora, 

mientras que los dominios variables son los que están involucrados en el 

reconocimiento al antígeno34. Cada dominio consta de siete (constante) o nueve 

(variable) hebras β empacadas en forma de un sándwich de hoja β y cada una de estas 

estructuras se asocia de manera no covalente con su contraparte similar para formar un 

barril β antiparalelo. En el caso específico de la asociación de los dominios VL y VH, la 

Cys214 de la VL forma un puente disulfuro con la Cys229 de la VH35. Esta asociación 

permite que seis asas, denominadas regiones determinantes de la complementariedad 

(CDRs), generen el sitio de reconocimiento a antígeno o regiones hipervariables. Tres 

asas provienen del dominio VL (L1, L2 y L3) y tres del dominio VH (H1, H2 y H3), y 

todas ellas son flanqueadas por regiones muy conservadas denominadas marco o 

framework (Figura 2)36. Los CDRs muestran la tasa de variabilidad más grande con 

respecto a las demás regiones de un anticuerpo, tanto en secuencia como en el número 

de aminoácidos, generando gran diversidad química para el reconocimiento potencial de 

muchas estructuras antigénicas de diferentes fuentes. Las diferencias de especificidad y 
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afinidad que poseen los anticuerpos se deben esencialmente a las variaciones en las 

regiones variables. Los CDRs con mayor variabilidad son H3 y L3, que están ubicados 

en el centro del sitio de unión al antígeno37. 

 

 Los linfocitos B desarrollan rearreglos entre el repertorio de genes involucrados 

en construir la región variable de la cadena pesada genes denominados de variabilidad, 

diversidad y unión (VDJ) y la región variable ligera conformada por los genes de 

variabilidad y unión (VJ), ubicados en el cromosoma 14, 2 y 22, respectivamente, antes 

de la exposición al antígeno. En el repertorio de la línea germinal existen 50 genes V, 27 

genes D y 6 genes J38 para la cadena pesada; 40 genes para las variables ligeras K y 5 

genes JΚ39, 40. Para las Vλ hay 30 genes con sus correspondientes cuatro genes Jλ. Los 

procesos de recombinación entre dichos genes y entre las regiones variables permite 

generar una diversidad de 109 variantes de anticuerpos41. Cuando los anticuerpos 

expuestos en la superficie de las células B reconocen a su antígeno, ocurren varios 

fenómenos que desencadenan la hipermutación somática y la recombinación del cambio 

de isotipo. Esto permite el aumentando de la afinidad por su antígeno, para que éste sea 

reconocido con mayor rápidez en un segundo encuentro (respuesta secundaria)42, 43.  

Figura 2. Molécula de una inmunoglobulina IgG (Código PDB: 1HZH). Se muestra el fragmento 

cristalizable y las regiones constantes (C) y variables (V) de los fragmentos de unión al antígeno. CH1 y 

VH corresponden a la cadena pesada, CL y VL corresponden a la cadena ligera. Las regiones 

determinantes de la complementariedad (CDR´s) se muestran dentro de un círculo. 

CDR´s

CDR´s

CDR´s

CDR´s
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1.2.2 INMUNOGLOBULINA E 

 

Ishizaka e Ishizaka en 1967 descubrieron a la IgE, involucrándola en la respuesta 

alérgica, así como en la respuesta a infecciones por parásitos44. Estas tienen un peso 

aproximado de 190 kD y no atraviesan la barrera placentaria7; consisten de dos cadenas 

ligeras y dos cadenas pesadas epsilón (ε), las cuales se encuentran plegadas en dominios 

constante (C) y variable (V)45. Las cadenas pesadas ε presentan cuatro dominios 

constantes (Cε1-Cε4), uno más que las cadenas γ de las inmunoglobulinas tipo G, este 

dominio extra (Cε2) se localiza en la región bisagra del fragmento cristalizable, 

aportando menos flexibilidad a esta inmunoglobulina (Figura 3)46, 47.  

 

La parte efectora y diferencial de estas inmunoglobulinas es el dominio Cε3, el 

cual se une a dos tipos de receptores: los de alta afinidad (10-10 M) FcεRI, formados por 

un tetrámero transmembranal αβγ2, y los de baja afinidad (10-8 M) FcεRII, que son 

lectinas tipo C. Esta interacción se lleva a cabo en relación estequiométrica 1:1, es decir, 

el dominio Cε3 se une a la cadena α de un tetrámero FcεRI7, 10. Este sitio efector no está 

involucrado en la formación del sitio de reconocimiento al alergeno, por lo cual la 

recombinación y formación de los CDR´s es totalmente independiente, implicando que 

anticuerpos de otro isotipo pueden reconocer sitios similares o iguales a los que 

reconocen estas inmunoglobulinas. 

Figura 3. Representación esquemática de los dominios estructurales de los IgE e IgG humanos. Los 

puentes disulfuro se muestran por conexiones y los sitios N-glicosilados se representan por pequeños 

círculos verdes. 
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1.2.3 INTERACCIÓN ANTÍGENO-ANTICUERPO 

 

Las proteínas presentan determinantes antigénicos llamados epítopos, los cuales 

son reconocidos por anticuerpos (epítopos de células B) o por los receptores de células 

T TCR (epítopos de células T). Los segmentos de la cadena polipéptidica que 

interactúan con TCR son llamados epítopos lineales y aquellos arreglos 

conformacionales que son reconocidos por anticuerpos son denominados epítopos 

discontinuos48. Estos últimos están localizados en diferentes posiciones de la secuencia 

lineal, pero muy cercanos si la proteína se encuentra en su forma plegada, razón por la 

cual se les ha denominado epítopos conformacionales o estructurales. En general los 

epítopos de este tipo ocupan superficies irregulares de hasta 1000 Ǻ2 que comprende de 

15 a 22 residuos que hacen contacto con la superficie molecular del anticuerpo 

(parátopo); sin embargo, sólo algunos átomos de tres a cinco residuos de cada parte 

contribuyen a la energía de la interacción, lo que permite la definición de un epítopo 

funcional o energético, considerado más pequeño que el epítopo estructural33, 49. La 

energía de unión de la interacción antígeno-anticuerpo se establece por un gran número 

de contactos de baja energía (interacciones de van der Waals y puentes de hidrógeno) y 

muy pocos contactos de alta energía (puentes salinos), además de un acomodo de 

complementariedad entre el epítopo y el parátopo50. 

 

 Los primeros estudios realizados sobre la intercara Antígeno-Anticuerpo 

revelaron la presencia de residuos predominantes en los CDR´s, tales como Asn e His51. 

Sin embargo, estudios del carácter químico de dicha intercara muestran que el 51% de 

la superficie accesible al disolvente en ambos lados es hidrofóbica52. Desde el punto de 

vista termodinámico, la presencia de residuos hidrofóbicos favorece la energía libre y la 

entalpia de asociación53, 54. Los residuos presentes en el parátopo que reaccionan con el 

antígeno en mayor porcentaje son Tyr, Trp y Arg, seguidos de Ser, y Asn, y en menor 

proporción residuos cargados como Asp, Glu o Lys55, 56. Los residuos Tyr y Trp se 

encuentran significativamente más expuestos al disolvente en comparación con otros 

residuos hidrofóbicos como Val, Ile y Leu51. La Tyr ofrece una gran superficie 

hidrofóbica con posibilidad de establecer interacciones π aromáticas y puentes de 

hidrógeno con su grupo 4-hidroxilo; mientras el Trp es capaz de formar interacciones de 
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transferencia de carga, por puentes de hidrógeno, apilamiento π-π y contactos de Van 

der Waals56. Por su parte la Ser presenta cadena lateral polar no cargada con grupos 

beta-oxhidrilo los cuales le permiten formar puentes de hidrógeno; la Arg tiene 3 

átomos de carbono-metilenos hidrofóbicos y un grupo guanidinio que puede contribuir 

con enlaces de hidrógeno y puente salinos y por último la Asn, la cual no es cargada 

pero es en extremo polar, permitiéndole formar puentes de hidrógeno con átomos de las 

cadenas laterales de otros aminoácidos polares. 

 

1.2.4 INTERACCIÓN ALERGENO-ANTICUERPO IgE. 

 

Para el caso de los alergenos proteicos, las primeras observaciones establecieron que 

los segmentos hidrofílicos expuestos en la superficie, así como regiones de alta 

movilidad y flexibilidad como asas y los sitios amino y carboxilo terminales son 

altamente alergénicos57, 58, 186. Sin embargo, otros grupos de investigación han 

demostrado que la alergenicidad se establece por la existencia de zonas clave, que sin 

importar tamaño o estructura poseen una serie de aminoácidos de naturaleza hidrofóbica 

expuestos en la superficie60-63. En 1994 Droupadi y col. establecieron que residuos 

hidrofóbicos, específicamente residuos aromáticos son el blanco ideal de la interacción 

con anticuerpos IgE, ya que estos últimos presentan un alto porcentaje de residuos 

aromáticos ubicados en los CDRs59. Recientemente se han descrito algunas 

interacciones alergeno-anticuerpo gracias a la cocristalización de estos, aunque los 

resultados son pocos, se establece la presencia de algunos residuos aromáticos en las 

zonas de reconocimiento63, 148, 151, 185. 

 

1.2.5 DETERMINACIÓN DE EPÍTOPOS LINEALES Y 

CONFORMACIONALES EN ALERGENOS 

 

Los primeros experimentos que se llevan a cado en la determinación de los epítopos 

involucrados en el reconocimiento por las IgEs de sueros de pacientes alérgicos son la 

generación de péptidos sintéticos sobrelapantes que cubren la longitud completa del 

alergeno, o bien, se utilizan mutantes puntuales a partir de proteínas recombinantes64, 66. 

Aunque ninguna de estas técnicas permite una identificación completa de los epítopos 

de un alergeno, son un buen paso inicial para la detección de los fragmentos peptídicos 
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que manifiestan una interacción con la IgE similar a la que presenta el alergeno 

completo. La etapa siguiente consiste en encontrar anticuerpos específicos que de 

manera individual reconozcan sitios similares a los que reconocen las IgEs de suero de 

pacientes, para que por competencia se defina que ambos anticuerpos reconocen a un 

mismo epítopo ya sea total o parcialmente. De esta forma se determina indirectamente a 

los residuos involucrados en la interacción alergeno-anticuerpo y puesto que la 

respuesta humoral de IgEs es policlonal se requiere generar baterías de anticuerpos que 

inhiban el mayor número de epítopos presentes en cada alergeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Neevia docConverter 5.1



 

 

 

 

 

 

2 ANTECEDENTES  

 

 
2.1 ALERGIA AL LÁTEX 

 

El látex es el citoplasma de células especializadas conocidas como laticíferas, siendo  

su función natural sellar sitios dañados en la superficie del árbol. Este material está 

compuesto por el hidrocarburo cis-1,4 poliisopreno (25-45%), proteínas (1-2%), 

carbohidratos (1-2%), lípidos (1-1.5%) y algunos componentes inorgánicos como 

potasio, manganeso, calcio, sodio, zinc y hierro67. El látex del árbol del hule natural 

Hevea brasiliensis (NRL, por sus siglas en inglés) presenta propiedades elásticas y 

aislantes que lo hacen la materia prima principal para la elaboración de productos 

hospitalarios y de uso comercial tales como guantes, condones, pelotas, catéteres, etc68. 

En el proceso de recolección, el látex es tratado con amoniaco, tiuramos o sulfuros para 

prevenir la contaminación bacteriana y evitar su coagulación. La porción líquida es 

separada por centrifugación, generando tres fracciones distintas, la superior que 

contiene las partículas de hule, la fracción central o suero C que contiene proteínas 

hidrosolubles y la fracción inferior rica en lutoides y de donde se obtienen el suero B, 
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rico en proteínas ácidas y básicas. En procesos posteriores de manufactura se agregan 

otros químicos concentrados, como catalizadores (tiuramos y carbamatos) y 

antioxidantes (como fenilendiamino), dicha mezcla es sometida finalmente al proceso 

de vulcanización con el fin de aumentar su tensión, fuerza, elasticidad y durabilidad69-71. 

 

El término ‘alergía al látex’ es aplicado a las reacciones alérgicas producidas por el 

látex de hule natural, del cual se obtienen más de 40,000 productos de consumo general. 

Los guantes de látex son los productos que más frecuentemente se asocian con 

problemas de sensibilización y alergia; ya sea, a través del contacto con la mucosa 

respiratoria o con la piel, o por la inhalación de partículas proteicas adheridas al polvo 

de los guantes y suspendidas en el aire72. El uso de guantes de hule se vio incrementado 

a finales de la década de los 80´s en respuesta a la prevención de enfermedades de 

transmisión por fluidos corporales como hepatitis y SIDA73. La absorción de las 

proteínas del látex a través de la piel es considerada la principal ruta de sensibilización y 

es responsable de las manifestaciones locales de urticaria, las cuales se pueden volver 

sistémicas. La inhalación de las partículas dispersas en el aire son capaces de accionar 

síntomas respiratorios, nasales y oculares (como tos y congestión nasal); en pacientes 

sensibilizados se manifiesta rinitis, conjuntivitis y asma, hasta problemas severos como 

anafilaxis sistémica, taquicardia, angioedema, nausea, vómito e hipotensión74.  

 

Las manifestaciones clínicas de la alergia al látex, que corresponden a la 

hipersensibilidad tipo I, son ocasionadas por la interacción de anticuerpos IgE con 

proteínas alergénicas del látex y son considerados un problema de salud pública a nivel 

mundial; tan sólo en el 2001 se presentaron 2.3 millones de reportes de estadounidenses 

alérgicos al látex75. Hasta el momento, el Subcomité de Nomenclatura de Alergenos de 

la IUIS ha asignado nombres oficiales a 13 alergenos y 24 isoalergenos en productos 

elaborados con NRL, los cuales no son eliminados aún durante el proceso de lavado y 

vulcanización a altas temperaturas (Tabla 1)76,77.  

 

Cabe señalar que las manifestaciones clínicas de la sensibilidad al látex no sólo son 

la hipersensibilidad de tipo I, también la dermatitis irritante por contacto y la dermatitis 

alérgica por contacto. La dermatitis por contacto es una respuesta inflamatoria a uno o 

más agentes externos que se comportan como irritantes de la piel sin que intervengan 
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mecanismos inmunológicos. Por su parte, la dermatitis alérgica por contacto o 

hipersensibilidad tipo IV es una respuesta inmune mediada por linfocitos T hacia 

sustancias químicas, como catalizadores, antioxidantes y mercaptobenzotiazol que son 

agregados en el proceso de vulcanización75. 

 
Tabla 1. Alergenos del NRL reportados por la IUIS a la fecha77. 

Nombre común Nomenclatura 

Peso 

molecular 

(kDa) 

pI 
Importancia 

como alergeno 

Factor de elongación Hev b 1 58 4.9 mayor 

Endo1,3-glucanasa Hev b 2 36 9.5 mayor 

Proteína de la partícula

pequeña del hule 

Hev b 3 24 4.8 mayor 

Lecitinasa Hev b 4 50-57 4.5 mayor 

Proteína ácida Hev b 5 16 3.5 mayor 

Precursor de heveína Hev b 6.01 20 5.06 mayor 

Heveína Hev b 6.02 4.7 4.9 mayor 

Fragmento C-terminal de 

heveína 

Hev b 6.03 14 6.4-7.4 mayor 

Patatina Hev b 7 42/ 46 4.8 menor 

Profilina Hev b 8 13.9 4.9 menor 

Enolasa Hev b 9 51 5.6 menor 

MnSOD Hev b 10 22.9 6.3 menor 

Quitinasa clase I Hev b 11 33 5.1 menor 

Proteína transportadora de

lípidos 

Hev b 12 9.3  -  - 

Esterasa Hev b 13 42  -  - 
 

 

2.2 GRUPOS DE RIESGO Y PREVALENCIA DE LA ALERGIA AL LÁTEX. 

 

El diagnóstico de la alergia al látex está basado en una detallada historia clínica y en 

pruebas in vivo positivas, tales como pruebas cutáneas prick (skin prick test). La 

determinación y cuantificación in vitro de anticuerpos IgE específicos contra proteínas 

alergénicas de NRL no siempre se asocia con cuadros clínicos de alergia.  
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 Las personas más afectadas por este tipo de alergia debido al contacto prolongado y 

reiterado con productos del látex son: 

1. Profesionales al cuidado de la salud (HCW por sus siglas en inglés) 

2. Pacientes con espina bífida 

3. Pacientes que han sufrido cirugías en el primer año de vida 

4. Pacientes que han sufrido cirugías múltiples. 

5. Pacientes con malformaciones urogenitales 

6. Individuos atópicos 

7. Trabajadores de la industria del látex69. 

 

La prevalencia en la población mundial oscila de 1 a 12%, mientras que en grupos 

afectados como los profesionales al cuidado de la salud va de 1 a 22% y en los pacientes 

con espina bífida de 24 al 60%78. Hev b 2, 5, 6.01 y 13 son los principales alergenos en 

los pacientes al cuidado de la salud y en aquellos con espina bífida se agrega a esta lista 

Hev b 1, Hev b 6.02 y Hev b 379. En nuestro país desafortunadamente no existen 

reportes amplios al respecto, sólo estudios aislados en Chihuahua y Puebla80, 81. 

 

2.3 SÍNDROME LÁTEX- FRUTA. 

 

Algunas sensibilizaciones a aeroalergenos mediadas por IgE están asociadas a una 

variedad de hipersensibilidades alimentarias. Esta asociación clínica debida a la 

reactividad cruzada entre dos diferentes fuentes de alergia se le ha nombrado como 

síndrome82. Se ha observado que aproximadamente de 30 a 50 % de los pacientes 

alérgicos al látex de hule natural muestran hipersensibilidad a alimentos derivados de 

plantas, especialmente frutas frescas, por lo cual esta asociación se ha definido como 

síndrome látex-fruta83. Las frutas implicadas en esta asociación se han clasificado en 

tres tipos: 1) aquellas que sólo se asocian por las manifestaciones clínicas, 2) aquellas 

en las que además de las manifestaciones clínicas existe caracterización de reactividad 

cruzada de los componentes por ensayos de inhibición de extractos y 3) aquellas en las 

que además de las manifestaciones clínicas existe la caracterización de reactividad 

cruzada por alergenos específicos84. En el último lugar de esta clasificación se 

encuentran involucrados cinco alergenos de látex: Hev b 2, Hev b 6.02, Hev b 7, Hev b 

8 y Hev b 12, los cuales se asocian con proteínas que presentan características similares 
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en diferentes frutas (Figura 4)85. 

 

Figura 4. Alergenos específicos (clasificación de tipo 3) de látex de hule natural implicados en el 

síndrome látex-fruta. 

 

En años recientes se ha demostrado que este síndrome es ocasionado principalmente 

por las quitinasas de clase I, clasificadas como proteínas relacionadas con la defensa a 

patógenos (PRP) tipo 3 y 4. Estas presentan dominios N-terminales de unión a quitina 

tipo heveína. Quitinasas presentes en el mismo látex (Hev b 11), aguacate (Pers a 1), 

plátano, castaña (Cas s 5), chirimoya, fruta de la pasión, kiwi, papaya, mango y jitomate 

presentan reactividad cruzada con Hev b 6.02 (heveína)86-91. Este alergeno presenta la 

mayor prevalencia y es el más abundante (75 nmol/mg total de proteína) en el látex92, 93.  

 

 2.4 Hev b 6.02, ALERGENO PRINCIPAL DE LÁTEX  

 

 La heveína (Hev b 6.02) es una cadena polipéptidica resultado del rompimiento 

enzimático por procesos postraduccionales de la proheveína (Hev b 6.01), ambas 

provenientes del suero B del látex de hule natural. Hev b 6.02 es una lectina de 43 

residuos de aminoácidos (4728 Da), rica en glicinas y cisteínas, las cuales forman cuatro 

puentes disulfuro, que le dan gran estabilidad estructural a dicha proteína94, 95 (Figura 5).  
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kiwi, papaya, mango,

jitomate.

Hev b 12
Proteína

transportadora 
de lípidos

Pera
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Cabe mencionar, que algunas lectinas, como la lectina de papa (Solanum tuberosum)187 

reaccionan inespecíficamente con los carbohidratos (quitobiosa) presentes en el 

fragmento constante de los anticuerpos IgE y pueden inducir síntomas de tipo alérgico 

al permitir la liberación de histamina; sin embargo, para el caso de Hev b 6.02 se ha 

demostrado IgEs que reconocen específicamente a esta proteína96. 

 

Figura 5. Procesamiento postraduccional y secuencia de Hev b 6.02. Este alergeno es el producto maduro 

de tres rompimientos proteolíticos. El primer rompimiento involucra la pérdida del péptido señal amino 

terminal de 17 aminoácidos; el segundo involucra la escisión del fragmento carboxiloterminal, el cual 

dirige a la proheveína (Hev b 6.01) hacia los cuerpos lutoides. El tercer rompimiento se da por la 

degradación del péptido de 6 aminoácidos que une Hev b 6.02 (dominio amino-terminal) con Hev b 6.03 

(dominio carboxilo-terminal)94. Además se muestra la localización de los puentes disulfuro en la 

secuencia de Hev b 6.02. 

 

 La función celular de la heveína se relaciona con la respuesta de la planta contra 

agentes infecciosos o daños físicos, debido a su capacidad de unir oligosacáridos de N-

acetilglucosamina. Cuando esta proteína es liberada de los lutoides, estructuras 

vacuolares presentes en el látex, interactúa con receptores altamente glicosilados (de 

aproximadamente 22 kD) que envuelven a las partículas del hule y provocan su 

coagulación con el objeto de evitar la entrada del patógeno69, 97. El plegamiento tipo 

toxina-aglutinina de Hev b 6.02 (Figura 6), no presenta centros hidrofóbicos 

característicos de proteínas pequeñas, lo que la hace exponer residuos aromáticos en su 
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superficie. 

 
Figura 6. Representación de la estructura 3D de Hev b 6.02103. Las vistas se muestran en rotación de 180°. 

En la estructura secundaria de este alergeno las asas se observan en color verde, las hebras betas en 

amarillo y la pequeña hélice alfa en rojo. Se muestra la superficie y algunos residuos importantes que 

serán discutidos a lo largo del trabajo.  

 

2.5. EPÍTOPOS LINEALES Y CONFORMACIONALES DE Hev b 6.02 

 

 Estudios inmunológicos realizados en pacientes alérgicos a Hev b 6.02, 

muestran discrepancia en la determinación de los epítopos que son reconocidos por los 

anticuerpos IgE de suero de pacientes. Dos grupos de investigación en forma paralela 

reportaron la presencia de dos epítopos lineales similares de tamaño diferente, 

utilizando decapéptidos sintéticos. Beezhold y col. (1997) identificaron al primer 

epítopo del residuo 13 al 24 (PNNLCCSQWGWC) y al segundo epítopo del residuo 29 

al 36 (EYCSPDHN)98; por su parte, Banerjee y col. (1997) identificaron a los residuos 

19 al 24 (SQWGWC) como el primer epítopo y a los residuos 25 a 37 

(GSTDEYCSPDHNC) como el segundo99.  
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 En contraste, a pesar de su pequeño tamaño, la presencia de epítopos 

confomacionales ha sido reportada en años recientes por tres grupos de investigación 

(ver Figura 7). Karisola y col. (2002), utilizando una quimera con diferentes segmentos 

de esta molécula, establecieron que las regiones N- y C- terminales son esenciales para 

la unión a IgE´s de sueros de pacientes, destacando a seis residuos (R5, K10, E29, Y30, 

H35 y Q38)100,101. Raulf- Heimsoth y col. (2004) reportaron  dos mutantes de este 

alergeno, en la primera cambiaron los ocho residuos Cys por Ser y en la segunda por 

Ala, en ambos casos las IgE´s de suero de pacientes no reconocieron a estas mutantes, 

confirmando la presencia de epítopos estructurales en Hev b 6.0272. Drew y col. (2004) 

observan que mutaciones en una y cuatro de las ochos cisteínas presentes en Hev b 6.02 

disminuyen el porcentaje de inhibición de 20 a 100%, respectivamente102. En un trabajo 

paralelo, nuestro grupo de investigación realizó una oxidación química específica de lo 

residuos de triptófano expuestos en la superficie, W21 y W23, con 3-BNPS-skatole, 

produciendo una alergeno modificado que mostró una disminución en el porcentaje de 

inhibición de cerca del 80%103. Recientemente, encontramos una isoforma natural de 

heveína, Hev b 6.0202, la cual presenta un solo cambio N14D, y muestra una 

disminución del porcentaje de inhibición cercano al 25% utilizando pool de suero de 

pacientes pediátricos y del 30% en pool de pacientes adultos104.  

 

Figura 7. Epítopos lineales y residuos específicos involucrados en el reconocimiento de Hev b 
6.02 por IgEs de sueros de pacientes reportados hasta la fecha. a) Beezhold et al. (1997), b) Banerjee et al. 
(1997), c) Karisola et al. (2004), d) Reyes-López et al. (2004), e) Drew  et al. (2004), f) Raulf- Heimsoth 
et al. (2004), g) Reyes-López et al. (2006) y h) de Silva et al. (2004). Este último reporta los epítopos 
lineales reconocidos por células T. 
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10                         20                 30                           40

a)

b)

EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQPNNLCCSQ WGWCWGWCGSTDEYEY CSPDHNCSPDHNCQSN CKN

EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQSQ WGWCGSTDEYWGWCGSTDEY CSPDHNCCSPDHNCQSN CKN

c)

EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WWGWWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKNd)

EQCGRQAGGKK LCPNNLCCSQLCPNNLCCSQ WGWCGSTDEWGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKN
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQQ WGWCGSTDEYWGWCGSTDEY CSPDHNCQCSPDHNCQSN CKN

e) EQCCGRQAGGK LCCPNNLCCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CCKN

EQCGRQAGGK LCPNNNLCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKN
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EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQSQ WGWCGSTDEYWGWCGSTDEY CSPDHNCCSPDHNCQSN CKN

c)

EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQ WWGWWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKNd)

EQCGRQAGGKK LCPNNLCCSQLCPNNLCCSQ WGWCGSTDEWGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CKN
EQCGRQAGGK LCPNNLCCSQQ WGWCGSTDEYWGWCGSTDEY CSPDHNCQCSPDHNCQSN CKN

e) EQCCGRQAGGK LCCPNNLCCCSQ WGWCGSTDEY CSPDHNCQSN CCKN
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3 JUSTIFICACIÓN 

 
El conocimiento de los residuos específicos que son cruciales en la interacción 

alergeno-anticuerpo establecen las bases moleculares para la comprensión de la 

Hipersensibilidad Tipo I y para el diseño racional de variantes hipoalergénicas útiles en 

la inmunoterapia. Si bien los anticuerpos IgE monoclonales humanos serían los agentes 

ideales para la determinación de los epítopos conformacionales de un alergeno, su 

concentración en suero es la más baja de los cinco isotipos y tienen una vida media de 

uno a cinco días en torrente sanguíneo105. Por otra parte, las monoclonas de IgE son 

difíciles de obtener experimentalmente, aún partiendo de bancos de anticuerpos de 

individuos alérgicos, pues los métodos utilizados generan anticuerpos combinatoriales, 

que no son los originados in vivo. Por tal motivo, los anticuerpos específicos producidos 

por técnicas in vitro, como la producción de hibridomas y el despliegue en fago 

filamentoso son ampliamente utilizados106, 107. Ambas herramientas permiten la 

identificación de epítopos conformacionales de manera individual y específica, además 

estos Abs han demostrado ser herramientas ideales en el diagnóstico y caracterización 

de la potencia alergénica, así como fuente de aplicación para la inmunoterapia alergeno-

específico108, 109. Una de las características ideales que deben presentar estos anticuerpos 

es la capacidad de inhibir la interacción IgE-alergeno, ya que permiten de esta forma 

analizar indirectamente los epítopos conformacionales.  

 

 Por todas las ventajas antes mencionadas, la elaboración de anticuerpos 

específicos a uno de los principales alergenos del látex de hule natural, Hev b 6.02, ha 

sido el reto de trabajo de varios grupos de investigación, ya sea creando anticuerpos 

monoclonales contra la proheveína102 o fragmentos variables de cadena sencilla contra 

heveína recombinante110. En el primer caso, los anticuerpos monoclonales no fueron 

bloqueadores y en el segundo esta característica no se determinó. En el presente estudio 

se seleccionaron anticuerpos inhibidores de la interacción IgE-Hev b 6.02, a través de 

las dos técnicas antes mencionadas, permitiendo la identificación y caracterización de 

los epítopos conformacionales presentes en Hev b 6.02.  
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 4 OBJETIVO GENERAL 
 

Identificación de los epítopos de unión a IgE presentes en Hev b 6.02, a través de la 

utilización de anticuerpos recombinantes bloqueadores. 

 

 4.1 OBJETIVOS PARTICULARES 
 

Producción, selección, purificación y caracterización de anticuerpos monoclonales 

murinos específicos a Hev b 6.02 por medio de la producción de hibridomas, así como 

de las secuencias de los fragmentos variables de cadena sencilla (scFv´s) humanos 

específicos a Hev b 6.02 por medio de la técnica de despliegue en fago filamentoso. 

 

Evolución dirigida de los scFvs anti-Hev b 6.02, por medio de la técnica error prone-

pcr, así como la determinación y evaluación de las secuencias evolucionadas de scFv 

anti-Hev b 6.02. 

 

Caracterización inmunológica y fisicoquímica de la interacción Hev b 6.02-anticuerpos 

recombinantes  

 

Determinación de la capacidad inhibitoria de los anticuerpos recombinantes a la 

interacción Hev b 6.02-IgE de suero de pacientes. 

 

Modelado de los fragmentos variables de cadena sencilla anti Hev b 6.02 y 

determinación in silico de las interacciones presentes en los complejos Hev b 6.02-

anticuerpos recombinantes. 
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5 MÉTODOS Y MATERIALES  
 
 
5.1 PURIFICACIÓN DE ALERGENOS DEL LÁTEX 

 

 La purificación de Hev b 6.02 se llevó a cabo según el protocolo reportado por 

Rodríguez-Romero y col (1991)111, Hev b 6.0202 según Reyes-López y col (2006)104, 

pseudoheveina y la heveína modificada fueron purificadas según Reyes-López y col 

(2004)103. 

 

5.2 CARACTERIZACIÓN DE LOS SUEROS DE PACIENTES ALÉRGICOS A 

Hev b 6.02 

 

 Un total de 40 sueros de pacientes alérgicos al látex (donados por el Instituto 

Nacional de Pediatría de la Ciudad de México) fueron utilizados, 20 sueros provenientes 

de pacientes adultos (trabajadores al cuidado de la salud) y 20 de pacientes pediátricos. 

Estos pacientes presentaron historia clínica de alergia al látex y pruebas cútaneas 

positivas, se demostró su reactividad a Hev b 6.02 en pruebas de ELISA con señales 

más altas que el promedio mas tres veces la desviación estándar de los sueros de 
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individuos no alérgicos. 

 

5.3 PRODUCCIÓN DE ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-Hev b 6.02 

 

 Hev b 6.02 fue acoplado covalentemente a albúmina sérica bovina (BSA) 

utilizada como acarreador112. Cuatro ratones hembra BALB/c fueron inmunizados por 

vía i.p. tres veces con 10 µg de Hev b 6.02-BSA en adyuvante completo de Freund. 

Después de obtener altos títulos de anticuerpos contra este alergeno, se procedió a 

fusionar las células de bazo (1.35x107) con células de mieloma murino Sp2/0-Ag14 

(Sp2) en razón 10:1 en presencia de polietilenglicol (PEG 1500). Se seleccionaron las 

células híbridas según Kolher y Milstein113, 114. La presencia de los anticuerpos anti-Hev 

b 6.02 producidos en el sobrenadante de cultivo fue determinada por ELISA directa. 

Después se procedió a la clonación por el método de dilución limitante de las clonas con 

mayor título. El isotipo de los anticuerpos obtenidos fue determinado por ELISA 

sandwich. Los hibridomas fueron inyectados intraperitonealmente, junto con pristano, a 

ratones hembra BALB/c para la obtención de líquido de ascitis a los 30 días posteriores 

a la inyección. Se utilizó sobrenadante del cultivo celular Sp2 como testigo negativo y 

suero de conejo anti-Hev b 6.02 como control positivo. 

 

5.4 PURIFICACIÓN DE ANTICUERPOS Y FRAGMENTOS DE 

ANTICUERPOS MONOCLONALES 

 

 Mediante el uso de columnas de proteína A y G (HiTrap, Amersham, 

Biosciences), que tienen alta afinidad por el fragmento Fc de los anticuerpos se procedió 

a la purificación de estos a partir de líquido de ascitis y sobrenadante celular. Con el 

objeto de obtener los fragmentos de unión al antígeno (Fab) se procedió a la digestión 

de los anticuerpos con papaína, siguiendo el protocolo de Harlow y Lane114. La 

concentración de anticuerpo presente en cada muestra fue medida asumiendo que 1 mg/ 

mL = 1.4 unidades de absorbancia a 280 nm en celda de 1 cm. 

 

5.5 SELECCIÓN DE FRAGMENTOS VARIABLES DE CADENA SENCILLA 

(scFv) ANTI-Hev b 6.02 
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 Siguiendo la técnica de despliegue en la superficie de fagos filamentosos 

(sistema de fagémidos) descrita por Smith115-118, se seleccionaron fragmentos variables 

de cadena sencilla específicas a Hev b 6.02 a partir de un banco de 1.1x108 variantes de 

origen humano no inmune119. Cada secuencia de scFv (de 800 pb aproximadamente) se 

encuentra flanqueada por los sitios de restricción Sfi I y Not I e insertada en el fagémido 

Psyn2, el cual presenta el gen de resistencia a ampicilina y el gIII, el cual codifica para 

la proteína III de la cápside del fago filamentoso. Se realizaron  diversas estrategias de 

selección y después de cada ronda de tamizaje, se procedió a la titulación y 

recuperación de los fago-anticuerpos según Marks y colaboradores (1991)120. Posterior 

a la tercera o cuarta ronda en cada estrategia se realizó una selección de los fago-

anticuerpos anti Hev b 6.02 mediante pruebas de ELISA directa. 

 

5.6 EVOLUCIÓN DIRIGIDA. 

 

 La clona M8 fue sometida a mutagénesis al azar con tasas de mutagenicidad 

baja, alta y media por medio de la técnica de error-prone PCR121, 122. Los productos de 

PCR fueron digeridos con Sfi I y Not I (Biosciences, England), purificados y ligados en 

fagémidos pSyn2, los cuales fueron transformados en la cepa TG1 de E. coli. El tamaño 

de la librería formada, así como la tasa de mutación, fueron determinadas según Cirino 

y col123. Cada nueva librería fue sometida a tres o cuatro rondas de tamizaje. Las 

secuencias de las clonas mutagenizadas fue determinada con los primers directo 

(5´ATA CCT ATT GCC TAC GCC 3´) y reverso (5´TTT CAA CAG TCT ATG CGG 

3´) en un secuenciador Applied Biosystems Modelo 3100. 

 

5.7 EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE LOS FRAGMENTOS VARIABLES DE 

CADENA SENCILLA 

 

 Las secuencias de scFv´s anti Hev b 6.02 fueron subclonadas en el vector de 

expresión Psyn1, el cual permite la expresión periplásmica de los anticuerpos fusionada 

a un epitope cmyc y a una cola de seis histidinas bajo el control del operón de lactosa. 

Los scFv en forma soluble se produjeron de acuerdo a los protocolos desarrollados por 

Schier y col124. Adicionalmente, como último paso de purificación se utilizó una 

columna de filtración en gel Superdex 75 XK16/70 (Amersham Biosciences). La 
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concentración de scFv en cada muestra fue determinada a través del coeficiente de 

extinción molar estimado teóricamente con el servidor ProtParam 

(http://ca.expasy.org/tools/protparam.html) para cada uno de los anticuerpos obtenidos.  

5.8 PRUEBAS IN VITRO 

5.8.1. ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)  

 

 En placas de poliestireno se adicionaron 100 µl/pozo de Hev b 6.02 a una 

concentración de 3 µg/mL en amortiguador de carbonatos 50 mM toda la noche a 4 ºC. 

Se bloqueó con leche descremada en polvo al 5% w/v en PBS, caseína al 1% en PBS o 

albúmina sérica bovina al 1% en PBS durante 2 hrs a 37ºC. Después de lavar tres veces 

con PBS-Tween 1% se incubaron a 37 ºC por 90 minutos con los anticuerpos 

monoclonales murinos, los fragmentos variables de cadena sencilla en formato de fago 

anticuerpos o en formato soluble en diferentes concentraciones; o bien, 2 hrs  a 37 ºC 

con los sueros de pacientes diluidos 1:10 en PBS. Después de repetir la operación de 

lavado, se procedió a la incubación con el anticuerpo secundario adecuado para cada 

caso, en la dilución y tiempo indicado. El proceso de revelado para todos los casos 

utilizó el sustrato O-fenilendiamino (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) 0.4 % y H2O2 

0.4 % en amortiguador de fosfatos 100 mM pH 5.0, deteniendo la reacción con HCl 3N. 

La lectura en unidades de absorbancia se llevo a cabo a 490 nm en un lector de ELISA 

(Dynatech MR5000).  

 

5.8.2. DOT BLOT ELISA  

 

 En una membrana de nitrocelulosa (BIORAD) se colocaron  en punto 25 µg de 

diferentes proteínas, utilizando BSA como control negativo. Después de lavar la 

membrana con PBS fue bloqueada con PBS-BSA 1% w/v 90 min 37 ºC. Después de 

lavar, se incubaron 3 hrs a 37 ºC con los diferentes anticuerpos diluidos 1:100 

respectivamente. Después de repetir la operación de lavado, se procedió a la incubación 

por 1 hr a 37° C con el anticuerpo secundario unido a peroxidasa,  específico para cada 

caso. La reacción fue detectada con diaminobencidina 0.6%, H2O2 0.12% en 

amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4. 
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5.8.3. ENSAYOS DE INHIBICION POR ELISA   

 

a) Determinación de la constante de disociación de Hev b 6.02-AbM´s murinos. En 

placas de poliestireno se incubó 1 µg/pozo de Hev b 6.02 en amortiguador de 

carbonatos 50 mM pH 9.4. Las placas fueron bloqueadas con PBS-5% de leche 

descremada baja en grasas. En tubos aparte se co-incubaron concentraciones crecientes 

de Hev b 6.02 (1.9x10-11  a 1.28 x 10-5 M) con concentraciones molares constantes de 

los anticuerpos murinos seleccionados 6E7 (5.3 x 10-8), 6D6 (7.8 x 10-8) y Fab de 6D6 

(2 x 10-7) en PBS por 2 hrs. a 37 ºC (fase líquida). Estas mezclas de reacción fueron 

transferidas a las placas de poliestireno que contienen Hev b 6.02 previamente adherida 

(fase sólida), donde se incubaron por 30 min. Los siguientes pasos fueron realizados de 

la misma manera que en una ELISA sencilla. La determinación de la  constante de 

disociación (KD) se realizó por dos métodos, gráfico y analítico[125, 126], este último 

aplica la ecuación de Scatchard modificada para ELISA. 

b) Ensayos de inhibición de la interacción Abr-Hev b 6.02 por variantes de heveína. 

Como se menciona en el apartado 5.8.1 las placas se preparon con Hev b 6.02. En tubos 

aparte se co-incubaron, ya sea anticuerpos monoclonales murinos o fragmentos 

variables de cadena sencilla, a 25 µg/mL con diferentes inhibidores a concentraciones 

crecientes de 0.005 a 33 µg/ml (en este caso se utilizaron Hev b 6.02 como control, Hev 

b 6.02 modificada químicamente con 3-BNPS-Skatole94, pseudoheveína y la isoforma 

natural Hev b 6.0202)95 en PBS durante 2 hrs a 37 ºC. Las mezclas de reacción fueron 

transferidas a las placas de ELISA durante 30 a 45 minutos a 37 ºC y fueron revelados 

como se explicó anteriormente. Los resultados fueron expresados como porcentaje de 

inhibición usando la siguiente fórmula: [100-(absorbancia en presencia del inhibidor 

/absorbancia en ausencia del inhibidor x 100)] para cada concentración de inhibidor. 

c) Ensayo de inhibición de la interacción IgE-Hev b 6.02 por anticuerpos 

recombinantes. Placas de poliestireno cubiertas y bloqueadas como se indica 

anteriormente fueron incubadas 2 hrs a 37 °C con los scFv´s o con AbMs (25 µg/mL). 

Después del proceso de lavado, las placas fueron incubadas con los sueros de pacientes 

alérgicos al hule de látex natural (dilución 1:10) por 2 hrs a 37 °C. En este caso se 
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detectó a las inmunoglobulinas IgE humanas unidas a la Hev b 6.02 en fase sólida 

utilizando un anticuerpo biotinilado anti-IgE humano (Zymed; diluido 1:1000) y se 

reveló de la manera habitual. 

 

5.9 ENSAYOS DE FLUORESCENCIA 

 

 Los ensayos se realizaron en un espectrofluorómetro Perkin Elmer BL50 a  

25°C, utilizando una longitud de onda de excitación de 295 nm y un rango en longitud 

de onda de emisión de 320 a 440 nm. El slit de excitación fue 2.5 nm y el de emisión de 

de 3.5 nm. El amortiguador utilizado fue PBS pH 7.4. La concentración de Hev b 6.02 

utilizada para todos los experimentos fue 2.11 x 10-6 M (10 µg/mL). La concentración 

de anticuerpos fue preparada en diferentes relaciones molares respecto al alergeno. 

a) Centro espectral de fluorescencia (CM). Utilizando la fluorescencia intrínseca de los 

triptófanos presentes en Hev b 6.02, se realizó un estudio para ver si el ambiente de 

éstos cambia en presencia de los ligandos producidos (anticuerpos). El centro espectral 

de masa se establece como aquella longitud de emisión con mayor intensidad, a través 

de una integración de todas las intensidades a todas las longitudes de emisión. El centro 

espectral de masa o CM =ΣλI(λ)/ ΣI(λ), donde λ es la longitud de onda de emisión y I(λ) 

representa la intensidad de la fluorescencia a esa longitud de onda127. 

 

b) Experimentos de apagado de la señal de fluorescencia (quencheo). Utilizando como 

apagador (quencher) sin carga a la acrilamida se observó si los triptófanos presentes en 

la superficie de Hev b 6.02 se vuelven menos accesibles en presencia de los anticuerpos 

producidos. Una solución stock de acrilamida 3.0 M (Molecular Biology Grade, 

Aldrich, St. Louis, MO) fue agregada en incrementos de 10 mM hasta llegar a 200 mM 

tanto a Hev b 6.02 sola, como en presencia de los anticuerpos recombinantes 

previamente incubados antes del experimento. Los datos de apagamiento de la 

fluorescencia fueron analizados por medio de la ecuación de Stern-Volmer Fo/F=1+Ksv 

[Q], donde F0 y F son las intensidades de fluorescencia corregidas en la ausencia y 

presencia de acrilamida respectivamente, Ksv es la constante dinámica de Stern-Volmer, 

y [Q] es la concentración molar de acrilamida128. 
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5.10 ALINEAMIENTO DE SECUENCIA Y MODELADO POR HOMOLOGÍA 

DE LOS ANTICUERPOS RECOMBINANTES ANTI-Hev b 6.02 

 

La estructura tridimensional de los modelos de anticuerpos recombinantes anti Hev b 

6.02 se realizó utilizando el servidor WAM (Web Antibody Modeling)129 y el programa 

Modeller 9v2130, así como el servidor ESyPred3D131 Los frameworks son generados por 

el homología con los templados de anticuerpo que presentan mayor porcentaje de 

identidad de acuerdo a los alineamientos generados en Modeller 9v2 y en BLAST[132] 

aplicada a estructuras de anticuerpos cristalizadas con mayor resolución reportadas en el 

Protein Data Bank. Todos los CDR´s excepto CDR3 VH fueron modelados de acuerdo 

a la homología con aquellas asas de la misma estructura canónica. Los modelos 

obtenidos fueron sometidos a 100 rondas de minimización en UCSF Chimera133. 

 

5.11 DOCKING DE LOS COMPLEJOS Hev b 6.02-scFv 

 

El docking de cuerpo rígido se llevó a cabo en GRAMM-X134 y ZDOCK135 como punto 

de partida para construir los modelos entre cada scFv y la estructura cristalizada de Hev 

b 6.02 a 1.5 Å resolución (Código en PDB: 1Q9B)103. RosettaDock136 fue utilizado para 

ejecutar la búsqueda rotacional y translacional del antígeno alrededor de la superficie de 

unión del anticuerpo, este proceso fue iniciado repetidamente desde diferentes puntos de 

orientación para generar 1000 estructuras de resultado. Los valores de r.m.s.d. fueron 

calculados sobre las moléculas de scFv después de la superposición del ligando (Hev b 

6.02) en comparación al modelo original, que junto con los valores de fnat fueron 

usados para evaluar los resultados. La visualización se llevo a cabo por programa 

PyMOL v1.0r2137. 
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6 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
 
 
 Algunas de las características, antes mencionadas de Hev b 6.02, la hacen un 

modelo de estudio para determinar las interacciones alergeno-anticuerpo IgE a nivel 

molecular. La estrategia para determinar las regiones inmunodominantes se realizó a 

través de la obtención de anticuerpos recombinantes específicos hacia este alergeno.  
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6.1 SELECCIÓN DE ANTICUERPOS ESPECÍFICOS A Hev b 6.02 

6.1.1 Selección de anticuerpos monoclonales murinos 

 En la Figura 8 se muestra el reconocimiento de los anticuerpos presentes en el 

sobrenadante de los hibridomas hacia Hev b 6.02, después del proceso de fusión y 

separación de monoclonas por dilución limitante. 

Figura 8. Reconocimiento de anticuerpos monoclonales murinos a Hev b 6.02 presentes en el 

sobrenadante de hibridomas por el método de ELISA. 
 

 Las clonas E5E8D9E7D7E7 (6E7) y E5E8D9E7D7D6 (6D6) fueron 

seleccionadas como fuente de anticuerpos monoclonales debido a que después del 

proceso de purificación presentaron alta especificidad hacia Hev b 6.02 (Figura 9). 

Estos anticuerpos presentaron un solo isotipo para las cadenas pesada y ligera(Tabla 2), 

así como títulos de 1.5 µg y 2.9 µg, respectivamente. Adicionalmente se determinó la 

constante de disociación del complejo Fab 6E7-Hev b 6.02 por el método de ELISA 

competitiva utilizando la ecuación de Scatchard, de la cual se obtiene una KD de 1.93 x 

10-7M. 
Tabla 2. Isotipo de algunas clonas productoras de anticuerpos específicos a Hev b 6.02. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CLONA DE 

HIBRIDOMA 
CADENA PESADA CADENA LIGERA 

E5E8D9E7 IgG2b, IgG2a κ λ 

E5E8D9E7D7 IgG2b, IgG1 κ 

E5E8D9E7D7D6 IgG2b κ 

E5E8D9E7D7E7 IgG1 κ 

0.0 0.1 0.2 0.3
E5E8E7

E5E8E7D4
E5E8E7D8
E5E8E7D9

E5E8G10
E5E8G10C8
E5E8G10E5
E5E8G10E7
E5E8G10E8

E5E8D9
E5E8D9E7 

E5E8D9E7D7
E5E8D9E7D7D6
E5E8D9E7D7E7

Abs 490 nm

C
L

O
N

A
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Figura 9. Reconocimiento y reactividad cruzada de los anticuerpos monoclonales murinos 6D6 y 6E7 

específicos para Hev b 6.02 (3 µg/mL) y a diferentes proteínas utilizadas como agentes bloqueadores por 

ELISA. 

 

6.1.2 Selección de fragmentos variables de cadena sencilla (scFvs). 

 

 Por el método de despliegue en fagos, a través de un proceso de selección a 

partir de un banco no inmune119 tres clonas productoras de fago-anticuerpos, 

denominados A6, H8 y M8, mostraron secuencias únicas (Figura 10), así como señal 

positiva y especificidad a Hev b 6.02.  

Figura 10. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de los tres scFv específicos a Hev b 6.02 

seleccionados de un repertorio humano. Los CDRs están indicados de acuerdo a la clasificación de 

Kabat138. 

CDRH1                    CDRH2
A6     1 EVQLVESGAEVKKPGASVKVSCKASGYIFTNYGISWVRKAPGQGLEWVAWISGYNGLIKS 60
H8     1 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFGGYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYIYY 60
M8     1 QVQLVQSGAEVKMPGESLKISCKGSAYNFSNYWIAWVRQMPGEGLEWMGIVYPGDSHIRY 60 

CDRH3
A6    61 AQRFQGRVTLTTDISTTTAYMELRSLRSDDTAVYYCARSGMYKDGSGSYTG--MDVWGQG 118
H8    61 ADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARQAVR----GPARG--MDVWGQG 114
M8    61 RPSFQGQVTISADKSISFVYLQWSSLKASGTAIYYCARQSIIPVG-GLMRGDAFDIWGQG 119

Linker CDRL1
A6   119 TTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS---QNIDKFLNW 175
H8   115 TTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSTSVGDRVTISCRAS---HSISSYVNW 171
M8   120 TMVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSHVILTQ-PPSVSVSPGQTATITCSGDQLEHMERLSICW 178 

CDRL2                                  CDRL3
A6   176 FQQKPGKAPRLLIYGATNLDSGVPSRISGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYHCQQSY-IT 234
H8   172 YQQKPGKAPKLLISATSTLQNAVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDSATYYCQQSY-SH 230
M8   179 YQQKPGQSPVVVIYQATSRPPGIPERFSGSYSGNTATLTISGAQSVDDADYYCQAWDPIS 238

A6   235 PRSFGQGTKLEIKRAAAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH 271
H8   231 SVTFGQGTRLEIKRAAAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH 267
M8   238 ELVFGSGTQLTVLSAAAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH 275 

Hev b 6.02 Caseína Gelatina MLF BSA
0

1

2

6D6
6E7

Proteínas

A
bs

 4
90

 n
m
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 Las secuencias de los genes de las cadenas pesadas (hc) y ligeras (hl) de los scFv 

específicos a Hev b 6.02 fueron comparadas con las líneas germinales de familias de 

genes de anticuerpos humanos reportadas en la base de datos IMGT/V-QUEST 139. En 

la Tabla 3 se muestran las variaciones con respecto a las líneas germinales presentes en 

los FRs, así como en los CDRs. La tasa y distribución de estas variaciones son muy 

parecidas a las que se presentan en otros anticuerpos anti-alergenos provenientes de 

diferentes fuentes, tanto humanas como murinas 140. 141, en estos anticuerpos se observa 

un mayor número de mutaciones en los CDRs y menor en los FRs. 

 
 

Tabla 3. Comparación de las variaciones con respecto a la línea germinal de los genes de las 

cadenas pesadas y ligeras de los scFv específicos a Hev b 6.02. 

  Regiones variables 

completas 

CDRs  FRs  

Clona Linea germinal 

V,D,J (hc) V,J (hl) 

n Porcentaje n Porcentaje n Porcentaje

A6 hc IGHV1-18*01 

IGHD3-10*01 

IGHJ6*01 

42/369 

bp 

11 25/114 

bp 

21 17/255 bp 7 

H8 hc IGHV3-21*01 

IGHD3-10*01 

IGHJ6*01 

20/357 

bp 

6 20/102 20 0/255 bp 0 

M8 hc IGHV5-51*01 

IGHD6-19*01  

IGHJ3*02 

30/372 

bp 

8 16/114 

bp 

14 14/258 bp 5 

A6 lc IGKV1-39*01 

IGKJ1*01 

24/324 

bp 

7 11/81 bp 14 13/243 bp 5 

H8 lc IGKV1-39*01 

IGKJ5*01 

25/324 

bp 

8 15/81 bp 19 10/243 bp 4 

M8 lc IGLV3-1*01 

IGLJ1*01 

56/333 

bp 

17 29/93 bp 31 27/240 bp 11 
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6.1.3 Características de los anticuerpos específicos a Hev b 6.02 

 

 Las secuencias de las regiones variables de las cadenas pesadas (VH) de los dos 

anticuerpos murinos 6E7 y 6D6 se obtuvieron a partir del cDNA de los hibridomas, por 

medio de RT-PCR142, 143. Se realizaron alineamientos con las regiones VH de los scFv 

específicos a Hev b 6.02, y con 1C2 y 1A4 anticuerpos provenientes de pacientes 

alérgicos contra el mismo alergeno110, los cuales se muestran en la Figura 11.  

Figura 11. Alineamiento de secuencias de las VH  de los anticuerpos específicos a Hev b 6.02. En rojo se 

muestran los CDR´s. 

 

 En este trabajo encontramos que las VHs con mayor porcentaje de identidad de 

secuencia fueron las correspondientes a los anticuerpos murinos con un 96%, y entre las 

regiones variables provenientes de IgEs con 77%110. Las regiones con menor porcentaje 

de identidad se presentaron entre A6 y 1A4 (33%) y entre las VHs de M8 y de 1C2/1A4 

(37%). Pese a la variabilidad de secuencia, el tipo y la distribución de aminoácidos de 

los CDRH1 y CDRH2 fueron muy similares en la mayoría de los anticuerpos, con la 

excepción del CDRH2 de M8, en el cual se presenta una zona rica de Ser (Figura 11). 

Esta característica fue aún más notoria entre las regiones variables murinas y las 

reportadas por Laukkanen y col. para una IgE anti-heveina 110, lo que podría indicar la 

formación de un sitio de unión similar a Hev b 6.02 entre estos anticuerpos. Al 

___CDRH1____              ___CDRH2_
M8  QVQLVQSGAEVKMPGESLKISCKGSAYNFSN--YWIAWVRQMPGEGLEWMGIVYPGDSHI 58 
A6  EVQLVESGAEVKKPGASVKVSCKASGYIFTN--YGISWVRKAPGQGLEWVAWISGYNGLI 58 
H8  EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFGG--YSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYI 58 
1C2 QITLKESGPTLVKPTQTLTLTCNLSGFSLSTSGVGVGWIRQPPGKALEWLALIYW-DDDK 59 
1A4 QITLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTTGMGVAWIRQPPGKALEWLALIYW-DDDT 59 
6E7 EVKMQESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTS--YGVHWVRQPPGKGLEWLVVIWS-DGST 57 
6D6 EVKLQESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTS--YGVHWVRQPPGKGLEWLVVIWS-DGST 57 

:: : :**  :  *  :: ::*  *.: :      : *:*: **:.***:  :   .. 
___                                      _______CDRH3_______

M8  RYRPSFQGQVTISADKSISFVYLQWSSLKASGTAI-YYCARQSIIPV-G-GLMRGDAFDI 115 
A6  KSAQRFQGRVTLTTDISTTTAYMELRSLRSDDTAV-YYCARSGMYKD-GSGSYTG--MDV 114 
H8  YYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAV-YYCARQAVR-----GPARG--MDV 110 
1C2 RYSPSLRNRLTITKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTGT-YFCARSVNYDDVSGTYHSHNWFDP 118 
1A4 RYSPALKSRLTVTKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYYCAHTTHCS--NGVCYSAHWFDS 117
6E7 TYNSALKSMIVISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAM-YYCARE----------PPRRTFAY 106 
6D6 TYNSALKSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAM-YYCARE----------PPRRTFAY 106

.:. . :: * : .   :   .: . .*.  *:**:                : 

M8  WGQGTMVTVSS 126 
A6  WGQGTTVTVSS 125 
H8  WGQGTTVTVSS 121
1C2 WGQGTLVTVSS 129
1A4 WGQGTLVTVSS 128
6E7 WGQGTTVTVSS 117
6D6 WGQGTTVTVSS 117

***** *****

___CDRH1____              ___CDRH2_
M8  QVQLVQSGAEVKMPGESLKISCKGSAYNFSN--YWIAWVRQMPGEGLEWMGIVYPGDSHI 58 
A6  EVQLVESGAEVKKPGASVKVSCKASGYIFTN--YGISWVRKAPGQGLEWVAWISGYNGLI 58 
H8  EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFGG--YSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYI 58 
1C2 QITLKESGPTLVKPTQTLTLTCNLSGFSLSTSGVGVGWIRQPPGKALEWLALIYW-DDDK 59 
1A4 QITLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTTGMGVAWIRQPPGKALEWLALIYW-DDDT 59 
6E7 EVKMQESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTS--YGVHWVRQPPGKGLEWLVVIWS-DGST 57 
6D6 EVKLQESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTS--YGVHWVRQPPGKGLEWLVVIWS-DGST 57 

:: : :**  :  *  :: ::*  *.: :      : *:*: **:.***:  :   .. 
___                                      _______CDRH3_______

M8  RYRPSFQGQVTISADKSISFVYLQWSSLKASGTAI-YYCARQSIIPV-G-GLMRGDAFDI 115 
A6  KSAQRFQGRVTLTTDISTTTAYMELRSLRSDDTAV-YYCARSGMYKD-GSGSYTG--MDV 114 
H8  YYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAV-YYCARQAVR-----GPARG--MDV 110 
1C2 RYSPSLRNRLTITKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTGT-YFCARSVNYDDVSGTYHSHNWFDP 118 
1A4 RYSPALKSRLTVTKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYYCAHTTHCS--NGVCYSAHWFDS 117
6E7 TYNSALKSMIVISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAM-YYCARE----------PPRRTFAY 106 
6D6 TYNSALKSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAM-YYCARE----------PPRRTFAY 106

.:. . :: * : .   :   .: . .*.  *:**:                : 

M8  WGQGTMVTVSS 126 
A6  WGQGTTVTVSS 125 
H8  WGQGTTVTVSS 121
1C2 WGQGTLVTVSS 129
1A4 WGQGTLVTVSS 128
6E7 WGQGTTVTVSS 117
6D6 WGQGTTVTVSS 117

***** *****
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comparar los CDRH3, donde la mayor variabilidad en tamaño y secuencia se presenta, 

se observan CDRs largos en 1C2 y 1A4 (19 residuos), así como en M8 (17 residuos) 

(Figura 13). Este tamaño de asas se ha reportado en anticuerpos que presentan una zona 

plana en el sitio de unión al antígeno proteico; sin embargo, existen excepciones a dicha 

regla, ya que CDRH3 largos (17 residuos) también permiten la formación de sitios de 

unión en forma de cavidad (pocket) para péptidos 144. 

Figura 12. Alineamiento de secuencias de las VLde los anticuerpos específicos a Hev b 6.02. En verde se 

muestran los CDR´s según la clasificación de Kabat138. 

 

Por otra parte, como se puede apreciar en la Figura 12, las regiones VL presentan 

mayor porcentaje de identidad entre ellas, por ejemplo, A6 y H8 tienen un 74% de 

identidad entre ellos y más del 80 % con 1C2 y esta última 75% con 1A4. En los tres 

CDRs se observa un tipo y distribución de aminoácidos muy semejante, con excepción 

de M8. Esta cadena ligera contiene la secuencia con el menor porcentaje de identidad al 

ser comparada con las demás, lo que podría indicar la formación de un sitio de unión a 

Hev b 6.02 totalmente diferente.  

 

Al modelar cada anticuerpo notamos que el sitio de unión al antígeno presenta una 

topología variada sobre todo en lo que respecta a las regiones variables de la cadena 

pesada (Figura 13). Por otra parte analizamos la presencia de residuos aromáticos 

ubicados en los CDR´s, ya que en varios reportes de anticuerpos específicos hacia 

alergenos indican la presencia de un número mayor de residuos aromáticos en 

comparación con otros anticuerpos, sobre todo en los CDRH2 y CDR3 de las cadenas 

pesadas y de las cadenas ligeras, presentando desde hasta 15 de estos residuos en dichas 

zonas59, 188. Los anticuerpos específicos hacia Hev b 6.02 obtenidos en este trabajo 

presentaron entre 8 y 9 residuos aromáticos en los CDR´s y la mayor cantidad la 

____CDRL1____              _CDRL2_
H8  DIQMTQSPSSLSTSVGDRVTISCRAS--HSISS-YVNWYQQKPGKAPKLLISATSTLQNA 57 
1C2 ETTLTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS--QSISS-YLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSG 57 
A6  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS--QNIDK-FLNWFQQKPGKAPRLLIYGATNLDSG 57 
1A4 ETTLTQSPGTLSLSPGERATLSCRAS--QSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATG 58 
M8  HVILTQPP-SVSVSPGQTATITCSGDQLEHMERLSICWYQQKPGQSPVVVIYQATSRPPG 59

.  :**.* ::* * *: .*::* ..  . :.   : *:*****::* ::*  ::.   .
___CDRL3__

H8  VPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDSATYYCQQSY-SHSVTFGQGTRLEI- 106 
1C2 VPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY-STPRTFGQGTRLEIK 107 
A6  VPSRISGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYHCQQSY-ITPRSFGQGTKLEIK 107 
1A4 IPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYG-SSPLTFGQGTRLEI- 107 
M8  IPERFSGSYSGNTATLTISGAQSVDDADYYCQAWDPISELVFGSGTQLTVL 110

:*.*:*** **.  *****  :. * * *:**         **.**:* :

____CDRL1____              _CDRL2_
H8  DIQMTQSPSSLSTSVGDRVTISCRAS--HSISS-YVNWYQQKPGKAPKLLISATSTLQNA 57 
1C2 ETTLTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS--QSISS-YLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSG 57 
A6  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS--QNIDK-FLNWFQQKPGKAPRLLIYGATNLDSG 57 
1A4 ETTLTQSPGTLSLSPGERATLSCRAS--QSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATG 58 
M8  HVILTQPP-SVSVSPGQTATITCSGDQLEHMERLSICWYQQKPGQSPVVVIYQATSRPPG 59

.  :**.* ::* * *: .*::* ..  . :.   : *:*****::* ::*  ::.   .
___CDRL3__

H8  VPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDSATYYCQQSY-SHSVTFGQGTRLEI- 106 
1C2 VPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSY-STPRTFGQGTRLEIK 107 
A6  VPSRISGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYHCQQSY-ITPRSFGQGTKLEIK 107 
1A4 IPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYG-SSPLTFGQGTRLEI- 107 
M8  IPERFSGSYSGNTATLTISGAQSVDDADYYCQAWDPISELVFGSGTQLTVL 110

:*.*:*** **.  *****  :. * * *:**         **.**:* :
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presentó el CDRH1 del cFv M8, mientras los anticuerpos específicos hacia este 

alergeno provenientes de un banco de IgE también presentaron entre 8 y 9 residuos 

aromáticos en los CDR´s, donde el CDR3H de 1C2 presentó el mayor número. Al 

compararlos con anticuerpos dirigidos contra proteínas no alergénicas no encontramos 

diferencias en dicho número.  

 

 

Figura 13. Modelos de los anticuerpos específicos a Hev b 6.02.. 

 

 En la Figura 14 se muestra que las secuencias humanas, en especial las cadenas 

ligeras de los scFvs A6 y H8 presentaron altos porcentajes de identidad con otros 

anticuerpos IgE que reconocen alergenos del polen de la hierba Phleum pratense145-147. 

Este hallazgo fue también observado con anticuerpos específicos contra un alergeno de 

la leche bovina (beta-lactoglobulina), ya que la región variable de la cadena ligera 

scFv M8                                scFv H8                             scFv A6

scFv 1C2[110] scFv 1A4[110]

scFv M8                                scFv H8                             scFv A6

scFv 1C2[110] scFv 1A4[110]
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presentó un alto porcentaje de identidad con los anticuerpos específicos a Hev b 6.02110 

y anticuerpos específicos al polen de la hierba antes mencionada148. A partir de estas 

observaciones se podría inferir que dichos Abs presentan sitios de unión parecidos y por 

lo tanto, epítopos similares entre estos alergenos; lo que podría explicar algunos 

problemas de reactividad cruzada observados en el área clínica149. 

 
Figura 14. Comparación de los modelos de las cadenas ligeras del scFv A6 anti-Hev b 6.02 y el scFv anti-

Phl p 5147. El porcentaje de identidad de estas VL es del 81%. 

 

6.2. Maduración de la afinidad del scFv M8. 

 

 La clona M8 fue sometida a evolución dirigida para la maduración de su 

afinidad; debido a que fue el primer anticuerpo que se obtuvo por selección in vitro. En 

la Tabla 4 se muestra el proceso de evolución en donde se establece el número de 

variantes y la tasa de mutación por ciclo, así como las clonas seleccionadas y la 

ubicación de cada cambio. Después de tres rondas de maduración, la clona G7 presentó 

diez cambios con respecto a M8 (Figura 16) y un aumento de más de cinco veces en el 

reconocimiento por Hev b 6.02 (Figura 15). Cada uno de los cambios fue analizado para 

scfv A6 anti-Hev b 6.02             scFv anti-Phl p 5[159]

VL VL

scfv A6 anti-Hev b 6.02             scFv anti-Phl p 5[159]scfv A6 anti-Hev b 6.02             scFv anti-Phl p 5[147]

VL VL

scfv A6 anti-Hev b 6.02             scFv anti-Phl p 5[159]scfv A6 anti-Hev b 6.02             scFv anti-Phl p 5[159]

VL VL

scfv A6 anti-Hev b 6.02             scFv anti-Phl p 5[159]scfv A6 anti-Hev b 6.02             scFv anti-Phl p 5[147]

VL VL
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determinar su participación en el mejoramiento de la afinidad y, en su caso, el 

incremento en la estabilidad. Dos cambios, ubicados en el extremo carboxilo-terminal, 

no se modelaron por carecer de una estructura modelo de esa zona. 

 
Tabla 4. Identificación de los cambios en los residuos de aminoácidos ocurridos durante cada ciclo 

de evolución. Las mutaciones y sus posiciones se muestran con respecto a la clona M8. 

 

Figura 15. Reconocimiento de los scFv-fago anticuerpos anti-Hev b 6.02  por ELISA. El título de los 

fago-anticuerpos fue de 3.3 x 1011 fagos/mL 
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Figura 16. Ubicación de los cambios obtenidos después del proceso de maduración de M8. El modelo en 

azul representa al scFv M8 y en verde al scFv madurado G7. 

 

 Las variaciones que estarían menos involucradas en el proceso de maduración de 

la afinidad son la S208T y la I76F (ubicadas en los FRs de la VL y VH, respectivamente). 

Estas no presentaron cambios en el tipo de aminoácido, ya que el primero se mantuvo 

como residuo polar y el segundo como residuo hidrofóbico. Los residuos de metionina 

expuestos al disolvente están propensos a procesos de oxidación, lo que provoca una 

disminución de la estabilidad de los scFv. Entonces los cambios ubicados en el FR de la 

VH M48V y sobre todo M121V aseguran mayor estabilidad a la molécula del scFv G7. 

Los cambios G90S y Q180H si afectan las características del ambiente en el que se 

encuentran, ya que para el primer caso pasa de un residuo hidrofóbico a uno polar y en 

el segundo de polar a cargado, lo que favorece las interacciones intracadena por medio 

de puentes de hidrógeno, debido a la posición en la que se encuentran.  

 

 Los cambios que se sugiere están más involucrados en la maduración de la 

afinidad, debido a su ubicación en el CDR3H y en el CDR2L son I102K y S196Y, 
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respectivamente. El primer cambio podría favorecer las interacciones electrostáticas con 

el alergeno, así como un acomodo estructural del CDR3H. El último cambio ofrece la 

presencia de un residuo aromático en la región de los CDRs y por consecuencia un 

incremento en el área expuesta al disolvente (104.93 Ǻ2), que la hace más susceptible a 

la interacción con el alergeno Hev b 6.02 por medio de interacciones hidrofóbicas o por 

puentes de hidrógeno.  

 
6.3 ENSAYOS DE INHIBICIÓN 

6.3.1 Competencia entre scFvs. 

 

 Para verificar si los anticuerpos obtenidos reconocen sitios diferentes de Hev b 

6.02, se realizó una inhibición por ELISA entre los scFvs G7, A6 y H8, la cual se 

muestra en la Figura 17. Cuando se utilizó el formato de proteína soluble para uno de 

ellos (G7) y haciéndolo competir con él mismo (control positivo) y con los demás en 

formato de fago-anticuerpo se observó que los anticuerpos A6 y H8 inhiben hasta 

73.5% a G7. Según los parámetros establecidos por Ponomarenko y Bourne150, se dice 

que dos anticuerpos que tengan más del 75% de competencia entre ellos por un mismo 

antígeno están reconociendo un mismo epítopo de ese antígeno. Debido a lo anterior, 

A6, H8 y G7 están reconociendo sitios aparentemente diferentes. 

 

Figura 17. Inhibición entre fragmentos variables de cadena sencilla. 
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6.3.2 Inhibición de la interacción IgE-Hev b 6.02 por anticuerpos recombinantes. 

 

 Una de las características más importantes de los anticuerpos, producidos in 

vitro, contra alergenos es su capacidad de inhibir la interacción de estos con IgEs de 

suero de pacientes. Con el objeto de determinar dicha propiedad para el anticuerpo 

murino 6E7 y para los scFvs humanos M8, A6, H8 y el madurado G7 se realizaron 

ensayos de inhibición por competencia entre cada anticuerpo recombinante y cada suero 

de paciente, de donde se seleccionaron las respuestas mas variadas, las cuales se 

muestran en la Tabla 5. Cabe destacar que el scFv H8 es capaz de inhibir hasta en un 

55% dicha interacción y que la combinación de todos los anticuerpos inhibe más de un 

70% la interacción IgE-Hev b 6.02 en algunos pacientes.  

Tabla 5. Porcentaje de inhibición de la interacción Hev b 6.02-IgE por anticuepos recombinantes. 

Individuo scFv M8 scFv G7 scFv A6 scFv H8 mAb 6E7 scFvs + 
mAb 
6E7 

Porcentaje de Inhibición 

1 32.6 28.5 22.6 19.0   9.5 24.3 

2 14.4 18.5   8.0   6.1 18.8 20.2 

3 20.7 18.9 51.3 42.7   9.6 13.2 

4 24.9   6.9 - 55.1 20.6 63.4 

5 22.0 26.5   8.3 35.7 12.9 15.0 

6   8.2 - - 37.3 30.6 33.6 

7 12.1 34.1 14.1 45.3 40.6 71.5 

Promedio 19.3 22.3 20.9 34.5 20.4 34.5 

 

 Los Abs capaces de inhibir la interacción alergeno-IgE, pueden provenir de 

orígenes diferentes, como el murino63, 151, humanos a partir de banco inmunes110, 152  y 

de bancos no inmunes153. Estos pueden ser utilizados para la purificación y 

cuantificación de alergenos, el mapeo de epítopos y el desarrollo de vacunas 

terapéuticas. Loveless y col. (1940) definen por primera vez el término de anticuerpo 

bloqueador, mostrando que la inhibición competitiva entre IgGs de diversos orígenes e 

IgEs de suero de pacientes puede usarse como un  tratamiento efectivo contra la 
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alergia154, 155. Estudios posteriores, de varios grupos realizados in vitro, establecieron 

que después de un proceso de vacunación se observaron bajos niveles de IgEs 

específicos156-158,inhibición de la liberación de histamina en basófilos y la disminución 

de la respuesta de linfocitos T hacia alergenos, así como una marcada disminución de 

los síntomas alérgicos in vivo159-160.  

 

 La capacidad de inhibir la interacción IgE-alergeno por los Abs producidos en 

este trabajo fue comparada con los datos reportados en la literatura para otros alergenos 

los cuales se muestran en la Tabla 6. Se observan comportamientos similares 

independientes del tamaño del alergeno, indicando la posible presencia de regiones 

inmunodominantes. 

Tabla 6. Porcentaje de inhibición máxima de algunos anticuerpos bloqueadores reportados en la 

literatura. 

Anticuerpo 

bloqueador 

Alergeno Porcentaje máximo de 

inhibición alergeno-IgE 

Referencia 

AbM BV16 Bet v 1 40% (Mirza et al., 2000)151 

AbM 21E11 Api m 2 57% (Padavattan et al., 2007)63 

AbM 4A7 Blo t 5 45% (Naik et al, 2007)161 

AbM de IgE Phl p 1 43% (Flicker et al., 2006)141 

AbM 13A4 Der f 2 50% (Nishiyama, et al, 1999)162 

scFv H8 Hev b 6.02 55% En este trabajo 

scFv A6 Hev b 6.02 51% En este trabajo 

AbM 6E7 Hev b 6.02 40% En este trabajo 

  

En este trabajo se establece por primera vez que varios anticuerpos específicos e 

individualmente identificables contra un mismo alergeno realizan un efecto sinérgico de 

inhibición a la interacción IgE-alergeno al combinarse. En la Tabla 5 se muestra que en 

algunos pacientes se obtiene más del 63% de inhibición, lo que hace evidente que la 

batería de anticuerpos reconoce diferentes regiones de la superficie de Hev b 6.02, al 

igual que la población de anticuerpos IgE presentes en los sueros de pacientes alérgicos. 

Este tipo de sinergismo sólo se había observado con el uso de anticuerpos policlonales 
159, 163. Por tales motivos, los anticuerpos específicos hacia Hev b 6.02 pueden ser 

utilizados como herramientas potenciales en el diagnóstico y tratamiento de la alergia al 
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látex. 

 El scFv G7 madurado no genera un aumento considerable de la inhibición de la 

interacción IgE-Hev b 6.02 comparado con el scFv M8 (Tabla 5), por el contrario, en 

algunos casos se observó disminución de dicho efecto. Esto podría indicar que la 

característica más importante de un anticuerpo bloqueador no es la afinidad, sino el 

epítopo que está reconociendo. Varios reportes de anticuerpos con alta afinidad hacia 

alergenos que no tienen efecto bloqueador corroboran esta importancia140, 164.  

 

6.3.3 Identificación de los sitios importantes en la interacción Hev b 6.02-

Anticuerpos recombinantes. 

 Para determinar los residuos de Hev 6.02 involucrados en la interacción con los 

diferentes anticuerpos recombinantes estudiados, se utilizaron variantes de este alergeno 

que previamente habían demostrado su capacidad hipoalergénica en pruebas in vitro e in 

vivo103, 104 y que además mantuvieron el plegamiento típico de heveína. En la Figuras 

18 y 19 se muestra el alineamiento, así como las variaciones en la estructura 3D de la 

pseudoheveína y Hev b 6.0202 (isoforma 2) comparadas con Hev b 6.02. Las proteínas 

antes mencionadas fueron utilizadas como inhibidores de la interacción de Hev b 6.02 

con cada anticuerpo recombinante y con una mezcla de IgE de suero de pacientes. Para 

realizar estos experimentos de usaron concentraciones crecientes de las tres proteínas. Si 

se presenta un cambio en la capacidad inhibitoria comparada con el control positivo 

(Hev b 6.02), de lo cual se deduce que los cambios presentes en estas variantes son 

importantes para las interacciones con los diferentes anticuerpos (Figura 20). 

 

 
Figura 18. Comparación de las secuencias entre variantes de Hev b 6.02. En rojo se muestran las 

variaciones con respecto a este alergeno, cabe señalar que para el caso de la heveína modificada se 

marcan en rojo los residuos de triptófano por la modificación química de oxidación que sufrieron con el 

BNPS-Skatole103. 
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Figura 19. Ubicación 3D de los cambios presentes en pseudoheveína y Hev b 6.0202. En morado se 

muestra a Hev b 6.02, en azul a pseudoheveína y en verde a Hev b 6.0202. 
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Figura 20. Ensayos de inhibición por ELISA de la interacción Hev b 6.02-Anticuerpos recombinantes. El 

promedio de la inhibición de la unión de Hev b 6.02 en fase sólida a IgE (A), scFv H8 (B), scFv G7 (C) y 

el Abm 6E7 (D) por Hev b 6.0202, pseudoheveína y heveína químicamente modificada. La curva de 

inhibición con Hev b 6.02 es mostrada como control positivo. 
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 Es importante recalcar que los cambios presentes en Hev b 6.0202, 

pseudoheveína y heveína químicamente modificada se presentan en residuos expuestos 

al disolvente, lo que puede darnos información importante de los sitios que cada 

anticuerpo reconoce. La mutación natural N14D presente en Hev b 6.0202 genera un 

cambio local en la distribución de cargas, lo que posiblemente indica que el residuo 

localizado en la posición 14 es importante en la interacción con el scFv G7, debido a 

que presentó un 70% de inhibición comparada con Hev b 6.02 (Figura 20C). Cuando el 

ambiente de los residuos aromáticos W21 y W23 cambia por el efecto de la oxidación, 

la interacción con el scFv H8 y el Abm 6E7 presenta una disminución en la inhibición 

de 40% y 58%, respectivamente (Figura 20 B y D). Por otra parte, la heveína 

modificada no mostró cambios en la interacción con el scFv G7; esto sugiere que los 

residuos aromáticos antes mencionados forman parte de un epítopo ubicado en la cara 

opuesta a la del epítopo reconocido por el scFv G7. La variante natural de la heveína 

(pseudoheveína) presenta seis mutaciones ubicadas en la región C-terminal y el cambio 

W21Y en la región aromática (Figura 19). Estos cambios mostraron una reducción en la 

capacidad de unión de todos los anticuerpos recombinantes en diferentes porcentajes, 

indicando que algunos de estos residuos están involucrados en dichos reconocimientos. 

Los cambios en D34S y D43G propician la reducción de cargas negativas expuestas y 

por lo tanto la reducción de interacciones polares en la molécula, estos cambios son los 

que se sugiere impactan en mayor grado la topología del epítopo que reconocen varios 

anticuerpos. 

 

 Cuando comparamos el efecto inhibitorio de estas variantes en la interacción con 

IgEs provenientes de suero de pacientes alérgicos (Figura 20A), observamos que la 

pseudoheveína y la heveína modificada presentaron bajos porcentajes de inhibición, 

50% y 20%, respectivamente, lo cual sugiere que los residuos W21, W23, T27, E29, 

D34, H35 y D43 son relevantes en la interacción IgE-Hev b 6.02. Estableciendo que 

existen residuos importantes o inmunodominantes que son reconocidos también por los 

anticuerpos recombinantes producidos en este trabajo. 
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6.4 Ensayos de fluorescencia 

 

 La fluorescencia intrínseca del triptófano puede ser usada para estimar la 

naturaleza polar del microambiente en el cual se encuentra este residuo, y explicar 

fenómenos como el plegamiento-desplegamiento y la unión a ligandos, entre otros. 

Existe una relación entre el grado de exposición del grupo indol al disolvente y la 

intensidad máxima de fluorescencia. En la Figura 21 se muestra la estructura 3D de Hev 

b 6.02, en donde los residuos W21 y W23 presentan áreas de superficie accesible al 

disolvente de 165.9Å2 y 112.1Å2, respectivamente. Adicionalmente se observa que W21 

expone las dos caras y el borde del anillo bencénico, así como una cara y el borde del 

anillo pirrol, mientras W23 expone una cara y un borde del anillo bencénico y una cara 

y borde del anillo pirrol, lo que explica que el centro de la masa espectral de esta 

molécula sea de 358 nm, el cual se ubica del lado rojo del espectro. 

Figura 21. Ubicación de los residuos de Trp expuestos en disolución de Hev b 6.02. 

 

6.4.1 Centro espectral de fluorescencia  

 

 El efecto en el centro espectral de fluorescencia al interaccionar con 

concentraciones crecientes de los diversos anticuerpos recombinantes fue determinado. 

La unión del scFv H8 y el anticuerpo monoclonal 6E7 promovieron un cambio hacia la 

región azul del espectro de emisión de 358 nm a 348 nm y 345 nm, respectivamente. 

(Figura 22). Cabe mencionar que los espectros de emisión de los anticuerpos tienen 

centros de masa alrededor de 335 nm, lo que indica que los posibles residuos Trp 

presentes en los mismos no se encuentran expuestos al disolvente de la misma forma 
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que en el alergeno. Estos resultados indican la presencia de por lo menos dos epítopos 

diferentes o parcialmente diferentes, un epítopo involucra a los residuos aromáticos 

expuestos en la superficie, el otro no los incluye.  

Figura 22. Efecto en la fluorescencia intrínseca de los triptófanos de Hev b 6.02 al interaccionar con los 

anticuerpos recombinantes en diferentes relaciones molares. 

 

 El acoplamiento de los anticuerpos scFvs H8 y el AbM 6E7 con Hev b 6.02 

promueve un cambio en el microambiente de los dos triptófanos presentes estableciendo 

una clara disminución en la polaridad de dicho ambiente127. Esto indica que estos Abs 

cubren por lo menos una cara del anillo bencénico en los dos triptófanos, según los 

análisis de Vivian y Callis165.  

 

6.4.2 Apagamiento dependiente de acrilamida  

 

En la Figura 23 se muestra el apagamiento de la señal de fluorescencia (mediante la 

ecuación de Stern Volver166, 167) de Hev b 6.02 y de los complejos Hev b 6.02-

anticuerpos recombinantes, en presencia de concentraciones crecientes de acrilamida la 

cual es un quencher (apagador) no cargado.  
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Interacción KSV (M-1) 

Hev b 6.02 17.7 ±0.494 

Hev b 6.02-AbM 6E7(2:1) 12.1±0.149 

Hev b 6.02-AbM 6E7(1:1) 9.35±0.270 

Hev b 6.02- scFv A6 (1:1) 17.2±0.356 

Hev b 6.02-scFv G7 (1:1) 15.5±0.349 

Hev b 6.02-scFv H8 (1:1) 15.4±0.440 

Figura 23. Gráficas de Stern-Volmer para los efectos en el apagamiento de Hev b 6.02 y sus complejos 

con anticuerpos recombinantes. 

 
 En este caso la presencia de los anticuerpos AbM 6E7, scFv H8 e incluso del 

scFv G7 provocaron una disminución de la constante de Stern Volver (KSV), indicando 

que por lo menos un triptófano es menos accesible en presencia de estos anticuerpos a la 

interacción con la acrilamida, ya sea por cercanía estructural o interacción directa entre 

ellos.  
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6.5. Modelado por homología y acoplamiento simulado (docking) simulado de los 

complejos Hev b 6.02-scFvs. 

 

 Los modelos de los scFvs específicos a Hev b 6.02 fueron seleccionados 

considerando el resultado de menor energía y además fueron validados utilizando 

PROCHECK168. El criterio de evaluación de los acoplamientos siguió el criterio de 

CAPRI (Critical Assessment of Predicted Interactions) 136, el cual se basa en la fracción 

de contactos nativos (fnat), que se define como el número de contactos correctos 

residuo-residuo del complejo predicho, dividido entre el número de contactos en el 

complejo blanco. El criterio de selección es alto si fnat es mayor o igual a 0.5, en 

nuestro caso fnat fue de 0.67 a 0.7 en los mejores resultados. El siguiente parámetro es 

L_rms, el cual define el desplazamiento de la cadena principal del ligando predicho 

contra las estructuras blanco al superponer éstas en relación al receptor (anticuerpo). El 

criterio de selección es alto cuando el L_rms es menor o igual a 1.0, el medio cuando va 

de 1 a 5 y el bajo aceptable cuando va de 5 a 10. Nuestros valores oscilan entre de 1.27 

a 1.87, por lo que se encuentran en el rango medio. No se presentaron contactos 

desfavorables de acuerdo al análisis realizado en UCSF Chimera133. Los modelos, así 

como los acoplamientos se muestran a lo largo del trabajo. 

 

6.6 Interacción alergeno-anticuerpo 

 

Actualmente se han establecido las principales características que definen a la 

interacción antígeno-anticuerpo en comparación con otras interacciones. Estas 

involucran coincidencia geométrica, área de distribución de cada epítopo, presencia 

dominante de algunos residuos, entre otros52, 169-174. 

 

La interacción alergeno-anticuerpo es el evento crucial de la respuesta alérgica y ha 

sido poco estudiada desde el punto de vista estructural. Como una forma de 

acercamiento a esta información se realizaron modelos de las interacciones entre los 

anticuerpos obtenidos y Hev b 6.02. Estos modelos sugieren la presencia de tres 

epítopos discontinuos con diferencias topológicas en el reconocimiento. Uno de ellos, 

Hev b 6.02-scFv H8 (Figura 24D), comprende un parche de residuos aromáticos 

expuestos al disolvente rodeados de algunos residuos polares; el segundo, Hev b 6.02-
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scFv G7 (Figura 24B) establece un epítopo conformacional integrado por las regiones 

amino y carboxilo terminal, y el tercero Hev b 6.02-scFv A6 (Figura 24C) muestra un 

reconocimiento por la región carboxilo-terminal. En la Tabla 7 se muestran las 

características de dichas interacciones comparadas con los datos promedio reportados 

por Rubinstein y col. (2008) sobre las interacciones Ab-Ag173. Los resultados obtenidos 

son consistentes con la mayoría de las características de los complejos anticuerpo-

antígeno obtenidos mediante datos cristalográficos55, 173. Los residuos de los diferentes 

anticuerpos, que predominan en la interacción con Hev b 6.02, son  residuos aromáticos 

como Tyr y Trp, además de Ser, Asn, Arg y Asp, datos que concuerdan con reportes 

previos51, 55, 56. También se observa en la Figura 24, que el scFv M8 presenta menos 

interacciones con Hev b 6.02 que el scFv madurado G7, aún cuando el área cubierta del 

alergeno es mayor. Estos resultados explicarían el aumento en la afinidad de este 

anticuerpo, ya que ocurre un rearreglo favorecido por los cambios obtenidos en la 

evolución dirigida, sobre todo aquellos ubicados en el CDR3H y el CDR2L. 

 

En nuestro caso encontramos que los anticuerpos, que presentan mayor capacidad 

inhibitoria de la interacción IgE-Hev b 6.02 (Tabla 5), fueron aquellos que al menos 

establecen un contacto con los residuos aromáticos expuestos al disolvente (Trp 21 y 

Trp 23), indicando la importancia de estos residuos en el reconocimiento por 

anticuerpos. Actualmente existen varios reportes que destacan la importancia de los 

residuos aromáticos en los epítopos de alergenos. Por ejemplo, algunos con actividad 

biológica de cisteín-proteasa, presentan en el centro de un epítopo IgE un residuo 

conservado de Tyr174. Por otra parte, en los epítopos conformacionales de la albúmina 

2-S SFA-8, alergeno de las semillas de girasol175 y en algunos alergenos con actividad 

de serina-proteasas se ha reportado la presencia de Trp como residuos clave176. 

Recientemente, Padavattan y col., (2007) reportaron la estructura Api m 2-Fab que 

muestra a un epítopo formado por un parche hidrofóbico (Trp y una Phe), flanqueados 

por residuos polares y cargados63. Todos estos resultados indican que los residuos 

aromáticos participan en redes de interacciones cooperativas, tanto hidrofóbicas como 

polares importantes para interaccionar con anticuerpos IgE e IgG 

 

 En la Tabla 8 se muestran los residuos de Hev b 6.02 que forman parte de los 

epítopos reportados en estudios previos, así como la predicción de epítopos 
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conformacionales resultado de los acoplamientos realizados en este trabajo y por 

aquellos obtenidos en el servidor PPIPRED177. Entre el 21% y 23% de los residuos 

involucrados en los epítopos lineales reportados por Beezhold y col98 y Banerjee y col99, 

no se encuentran expuestos al disolvente en la estructura 3D de este alergeno; por lo 

cual residuos como Asn14, Asn15, Trp21, Trp23, Glu29, Pro33, Asp34, His 35 y Asn36 

serían los más involucrados en la interacción con anticuerpos. Estos se localizan 

distribuidos en la parte media y carboxilo terminal de este alergeno. Los residuos 

involucrados en el reconocimiento por IgEs reportados por Karisola y col101 se 

encuentran en más de dos caras de este alergeno, en una de ella se encuentran los 

residuos Arg5 y Gln38, en otra la Lys10 y en la última los residuos His35, Glu29 y 

Tyr30, indicando la ubicación de más dos epítopos conformacionales diferentes. Cabe 

señalar que la existencia de servidores que predicen los epítopos conformacionales, 

hasta el momento no son diseñados para el caso de la predicción de los epítopos de 

alergenos, ya que su bases de datos no involucran dichas interacciones. Sin embargo, el 

acercamiento realizado por el servidor PPIPRED117 estableció que residuos como 

Asn14, Asn15, Trp21, Trp23, Glu29 y Tyr30 pueden ser importantes en la interacción 

de Hev b 6.02-anticuerpos. Por lo anterior, se establece que residuos ubicados en las 

regiones amino, central y carboxilo son importantes para el reconocimiento con las IgEs 

de suero de pacientes, pero no se establece las posibles interacciones entre estos y los 

residuos ubicados en el parátopo.  

  

 Los modelos obtenidos de la interacciones Hev b 6.02-anticuerpos 

recombinantes delimitan área cubierta, residuos involucrados y posibles interacciones, 

algunas de las cuales fueron comprobados por los experimentos in vitro antes mostrados. 

Dichos epítopos muestran (Tabla 8) la importancia de Lys10, Asn 14 y Asn 15, Asn40 y 

Lys42 en las interacciones con el parátopo del scFv G7; Arg5, Trp21, Trp23, Glu29 y 

Asp34 en las interacciones con el parátopo del scFv H8, así como los residuos de la 

parte carboxilo terminal que se estiman como importantes en la interacción con el scFv 

A6. 

 

Neevia docConverter 5.1



 

 63 

| 
 
 
 

 
Figura 24. Modelos de la interacción entre los anticuerpos recombinantes y Hev b 6.02. Vista frontal de Hev b 6.02 (violeta). A) con scFv 
M8(azul), B) con scFv G7 (verde), C) con scFv H8 (amarillo) y D) con scFv A6(ciano oscuro). En representación de esferas se muestran los 
residuos involucrados por interacciones polares. 
 

A                                                     B         C                  DA                                                     B         C                  D
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Tabla 7. Cuadro comparativo de las características en las interacciones Ab recombinante-Hev b 6.02  
 Estudios de 

Rubinstein173  
Interacción scFv M8-

Hev b 6.02 
Interacción scFv G7-Hev 

b 6.02 
Interacción scFv A6-

Hev b 6.02 
Interacción scFv H8-Hev b 

6.02 
Tamaño del epítopo 15 a 25 aminoácidos 21 16 18 15 
Área de distribución  600- 1000 Å2 1100. 1 Å2  788Å2 852.2Å2 614 Å2 

Interacciones Polares  Puentes de hidrógeno 
Leu 11-Ser 175(L1), 

Asp 235 (L3) 
Asn 14-Asp 111 (H3) 
Asn 15-Tyr52(H2) 

 

Puentes de hidrógeno 
Gln2-His109 (H3) 
 Lys10-Tyr196 (L2)  
Leu11-Gln193 (L2) 
Cys12-Ser175 (L1)  
Asn14-Tyr52 (H2), 
 Asp111 (H3) 
Asn15-Tyr52 (H2), Arg59 
(H2), Trp234 (L3)  
Ser26-Asp55 (H2)  
Asn40-Asp235 (L3)  
Lys42-Asp55 (H2)  
Puentes salinos 
Asp 42-Lys 55 (H2) 

Puentes de hidrógeno 
Asn15-Asn168(L1) 
Ser26-Ser106(H3) 
Asp34-Asn55(H2) 
Asn40-Tyr232(L3) 
Cys41-Arg236(L3) 
Lys42-Ser108(H3) 
Asp 43-Arg236(L3) 

Puentes salinos 
Asp43-Arg236(L3) 

 

Puentes de Hidrógeno 
Arg5-Gly103 (H3) 
Gln6-Gly103 (H3) 
Ser19-Tyr228 (L3) 
Gln20-Tyr228 (L3) 
Trp21-Tyr168 (L1) 
Trp23-Tyr168 (L1), Tyr228 
(L3) 
Gln29-His163 (L1) 
Pro33-Tyr59 (H2) 
Asp34-Tyr59 (H2) 
Puentes salinos 
Glu29-His163(L1) 

Interacciones hidrofóbicas  No determinada Leu11-Leu174(L1) 
Leu16-Tyr52 (H2) 
Trp23-Met108(H3) 

Pro33-Trp50(H2) 
Pro-Leu57(H2) 

Trp21-Tyr228(L3) 
Trp23-104(H3), 
Tyr168(L1),Tyr228(L3) 
Tyr30-Tyr228(L3) 

Porcentaje del área del epítopo en 
contacto con los CDRs 

90-100% 93.1% 100% 96.4% 95% 

Tipo de epitopo Conformacional 
2 a 6 segmentos de 1 a 3 

residuos 

Conformacional 
4 segmentos de tamaño 

variable 

Conformacional 
5 segmentos de tamaño 

variable 

Conformacional 
5 segmentos de 
tamaño variable 

Conformacional 
5 segmentos de tamaño 

variable 
Tendencia de residuos 

predominantes involucrados en el 
epítopo 

Tyr, Trp, residuos 
cargados y polares. 

 

Residuos polares Residuos polares y 
cargados 

Residuos polares y 
cargados 

Residuos aromáticos y polares 

Estructura secundaria en 
epítopos 

Asas Asas Asas Asas Asas y hoja Beta 

En negritas se muestran los residuos en los anticuerpos que más frecuentemente se encuentran involucrados en este tipo de interacciones. 
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Tabla 8 Residuos involucrados en los epítopos lineales y conformacionales de Hev b 
6.02.  

191.67ASP  43    

98.26LYS  42    

63.96CYS  41

58.92ASN  40 

20.98SER  39    

56.12GLN  38    

17.19CYS  37    

97.88ASN  36    

77.38HIS  35    

128.75ASP  34    

79.98PRO  33    

18.86SER  32    

1.01CYS  31    

50.89TYR  30    

102.19GLU  29    

90.27ASP  28    

79.76THR  27    

67.49SER  26    

10.38GLY  25    

26.83CYS  24    

112.11TRP  23    

0GLY  22    

165.92TRP  21    

41.1GLN  20    

6.33SER  19    

0CYS  18    

8.93CYS  17    

59.5LEU  16    

124.56ASN  15 

140.67ASN  14    

98PRO  13    

8.87CYS  12    

114.9LEU  11    

125.77LYS  10    

41.74GLY   9    

78.81GLY   8    

21.7ALA   7    

59.16GLN   6    

178.09ARG   5      

5.7GLY   4    

0CYS   3    

85.98GLN   2    

110.7GLU   1    

scFv 
H8 

scFv A6 scFv 
G7 

PPIPRED
3

PPIPRED 
2

PPIPRED 
1

Karisola
y col101

Banerjee
y  col.11

Beezhold
y col10

ASA≥80ÅASA 
(Å)

Residuo
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Tabla 9. Cuadro comparativo de las características de las interacciones alergeno-anticuerpo reportadas hasta el momento. 

 Estudio de 
Rubinstein173 

Interacción Fab-Bet v 
1(1)144 

Interacción Fab-Api m 2 
(2)63 

Interacción scFv-β 
lactoglobulina (3)148 

Interacción Fab-Bla g 2 
(4)185 

Tamaño del 
epitopo  

15 a 25 aminoácios 22 16 28 24 

área de 
distribución 
de los 
epitopos 

600- 1000 Ǻ2 842 840 851 928.7 

Porcentaje 
del área del 
epitopo en 
contacto con 
los  CDR´s 

90-100% 100% 100% 100% 89.65% 

Tipo de 
epitopo 

Conformacional 
2 a 6 segmentos de 
1 a 3 residuos 

Conformacional 
5 segmentos de tamaño 
variable 

Conformacional 
2 segmentos de tamaño 
variable 

Conformacional 
6 segmentos de tamaño 
variable 

Conformacional 
5 segmentos de tamaño 
variable. 

Residuos 
involucrados  

Tyr, Trp, residuos 
cargados y polares. 
 

Residuos polares y 
cargados 

Trp en el centro del 
epitopo rodeado de Glu y 
Asp 

Sitios ricos en Glu (7) y 
Lys, existe la presencia 
de un Trp y una Tyr.  

Tyr en el centro del epitopo 

Preferencia 
de estructura 
secundaria 
en epitopos 

Asas Asas flanqueadas de 
hojas beta 

Asas Hojas beta Asas rodeadas de hojas beta 

(1) Bet v 1, una proteína que transporta lípidos, es el un alergeno de abedul blanco Betula verrucosa  
(2) Api m 2, una hialuronidasa, es un alergeno presente en el veneno de abejas Apis mellifera 
(3) β-Lactoglobulina es un alergeno de la leche bovina  
(4) Bla g 2 es una aspártico-proteasa inactiva, un alergeno proveniente de cucaracha Blattella germanica 
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 Hasta la fecha se han resuelto más de 30 estructuras de alergenos por difracción 

de rayos X y más de 10 por resonancia magnética nuclear (NMR), estableciendo una 

gran variedad de estructuras generadoras de una respuesta alérgica y la ausencia de 

patrones que determine las características estructurales que hacen de una proteína un 

alergeno. Sin embargo, la presencia de funciones comunes en una gran cantidad de 

alergenos establece la posibilidad de que la función intrínseca de una proteína este 

estrechamente vinculada a la modulación de la respuesta inmune y la estimulación en la 

producción de IgEs. Las principales funciones encontradas en las proteínas alergénicas 

incluyen enzimas hidrolíticas, proteínas que unen ligandos, y que además estén 

involucradas con mecanismos de defensa. Hev b 6.02 es una lectina que une oligómeros 

de N-acetilglucosamina y se encuentra relacionada en procesos de defensa de la planta. 

 

 Algunas de las proteínas que unen ligandos presentan en el sitio de unión zonas 

ricas en residuos hidrofóbicos sobre todo aromáticos, como en el caso de algunas 

proteínas de plantas que transportan lípidos (Bet v 1 del abedul blanco y Pru av 1 de la 

cereza)178, el sitio de unión a poli-L-prolina de profilinas (Hev b 8 del látex y Bet v 2 

del abedul)179 lipocalinas animales (Can f 1 y Can f 2 de perro, Rat n 1 de rata, Bos d 5 

de vaca, Equ c 1 y Equ c 2 de caballo)180-182, y enzimas63, 174, 175, 181. De manera general 

los residuos hidrofóbicos se encuentran ocultos al disolvente, pero pueden exponerse 

por la pérdida de su ligando específico64 y en ocasiones aún cuando están presentes, 

como en el caso de ligandos pequeños65. Estos resultados concuerdan con reportes 

recientes que indican que el sistema inmune pudo haber evolucionado para detectar 

también regiones hidrofóbicas de proteínas inmunogénicas, las cuales consisten 

principalmente de parches ricos en residuos aromáticos63, 183, 184. En la Tabla 9 se 

muestran algunas de las características de las interacciones alergeno-anticuerpo, 

reportadas hasta el momento, obtenidos de datos estructurales63, 148, 151. 185. 

Notablemente, se observa que los epítopos conformacionales se encuentran en zonas 

protuberantes, mayoritariamente asas, en donde existe la presencia de residuos 

aromáticos. 
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7 CONCLUSIONES GENERALES 

 
 La elaboración de anticuerpos específicos, contra los principales alergenos 

reportados, permite crear herramientas útiles en el proceso de purificación y detección 

de dichas proteínas. No obstante, estos pueden ayudar a la determinación de los 

epítopos conformacionales que interaccionan con los anticuerpos de pacientes, al 

presentar la característica de inhibir dicha interacción ya sea parcial o totalmente. En 

este trabajo se obtuvo una batería de anticuerpos funcionales provenientes de dos 

procesos de selección diferente, lo cual aseguró encontrar repertorios heterogéneos que 

interaccionaron con el alergeno Hev b 6.02. Estos anticuerpos recombinantes mostraron 

diferente capacidad inhibitoria de la interacción alergeno-IgE y un reconocimiento hacia 

más de una región de la estructura 3D en este alergeno. Estas características los hacen 

imitar a aquellos anticuerpos obtenidos por un proceso de respuesta policlonal que 

depende de la predisposición genética de los individuos y la naturaleza del alergeno. 

Cabe destacar que se observó un efecto sinérgico en la capacidad inhibitoria de la 

interacción IgE-Hev b 6.02 al utilizar una mezcla de los anticuerpos obtenidos. Es 

importante mencionar que aún cuando los fragmentos variables de cadena sencilla 

provenían de un banco no inmune presentaron una alta similitud con regiones variables 

de IgEs de pacientes alérgicos a diferentes proteínas, lo que además de corroborar 
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reportes previos, podría explicar la presencia de algunos procesos de reactividad 

cruzada entre ciertos alergenos de plantas. 

 

 En este trabajo se identificaron residuos, por medio de pruebas inmunológicas y 

fisicoquímicas, que parecen ser claves en la interacción entre los anticuerpos 

recombinantes y las IgE de suero de pacientes, está información fue confirmada por los 

ensayos de acoplamiento realizados in silico. Estos residuos, ubicados esencialmente en 

dos zonas de Hev b 6.02, comprenden el sitio de reconocimiento a carbohidratos y las 

partes cercanas a las regiones amino y carboxilo terminal, con lo que se establece que 

las discrepancias observadas en reportes previos son producto de análisis unitario. 

 

 Por ultimo, el aumento en la afinidad del scFv M8 no incrementó la capacidad 

inhibitoria de este anticuerpo. Esto último indicaría que dicha capacidad no está 

involucrada con la afinidad sino con la especificidad del sitio de reconocimiento, 

haciendo a esta última característica, la más importante en el proceso de selección de 

anticuerpos bloqueadores hacia alergenos. 

 

 El conocimiento de los epítopos de Hev b 6.02 será fundamental en el diseño 

racional de variantes hipoalergénicas, cuyas modificaciones estén basadas en la 

estructura de los determinantes antigénicos. Por otra parte, la producción de anticuerpos 

recombinantes específicos que compitan con las IgEs de suero de pacientes podría tener 

dos aplicaciones principales, una como herramienta de diagnóstico y la segunda 

permitiría el desarrollo de inmunoterapia alergeno-específica. 
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8 PERSPECTIVAS 

 
 El presente estudio aporta información relevante en relación a la interacción y 

reconocimiento de los diferentes epítopos del alergeno Hev b 6.02 con diversos 

anticuerpos; sin embargo, aún hay varias cuestiones por investigar. Estudios 

estructurales de los complejos Hev b 6.02-scFv H8, Hev b 6.02-scFv G7 y Hev b 6.02-

scFv A6, por medio de cristalografía de rayos X o bien estudios por resonancia 

magnética nuclear, nos permitiría analizar a detalle las interacciones alergeno-

anticuerpo y determinar con mayor precisión los epítopos conformacionales de Hev b 

6.02, así como los residuos determinantes en el reconocimiento.  

 

 De igual forma, es importante determinar la capacidad bloqueadora in vitro e in 

vivo de los anticuerpos obtenidos en este estudio, a través de la inhibición de la 

liberación de mediadores de la inflamación en basófilos y por estudios de inhibición en 

roedores, respectivamente. Esta información permitirá analizar la posibilidad de que 

estos anticuerpos sean utilizados como herramientas terapéuticas. 
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Analysis of B-cell epitopes from the allergen
Hev b 6.02 revealed by using blocking antibodies
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A R T I C I . E  I N F O A B S T R A C T

Hev b 6.O2 (hevein), identified as a mejor rllergen frorn rietural rubber latex (NRL), is involved in the
latex-fruit syndrome and also a(ts es ¡ pathogenesis defense-related pmtein, Its 3D strufture has been
solved at high rcsolution. ¡nd its linear ep¡topes have already been reportEd. However. inform¡tion about
conformational epitopes le still contrwersial, even though ¡t is rulevant for ¡n ¡ccurate dlagnosis and
tre¡tnent e3 rwll as for the study of allegen-antibody molecular interactloru. We sou8ht to analyze the
B-cell epitopesof Hev b 6,O2 ate molecul¡rand structural level. using specifit Fetombin¡nt entibodiE$, We
obtained a murine monoclonal antibody(mAb6E7)and three humansingle chain frrgments (scFt sA6, H8,
and G7) enti-Hev b 6.02 t¡¡t were ablc to compete for heveln blnding with serum lgEs Fom latex allergic
patients. rn vtnu asselrs showed th¡t the mAb 687 ¡nd scFv HB recognized the atea ofHev b 6.o2 wherr
the aromatic residum are exposed: while the scf G7 defined the arnino and tarboty-terminel reEions
that lie close to each other, as a different epitope. The struch¡ral modeling ofthe Hw b 6.02*scFv HB end
Hev b 6,02-scFv G7 cornplexes relealed the putative regions of two conformational ep¡topes. In one of
these, the arom¡tic rcsidues. as we[ rs polar side chains aru importent for the interaction, sugEesting that
they ¡re pan ofa dominant conform¡tion¡l epitope also presented on the Hev b 6'.02-lgE iflterectronf,
Antibodies recognizing this importent allergen have potent¡al to be used to diagnose and ultimately treat
late¡( alletsf' 

6 2o0B Else\r¡er lrd. Alt rights reserved.

centration, is a 4.7-kDa lect¡n that alsq acts as a pathogenesis
defense-related protein (Yeang et al., 2006). Setreral analyses of dil'
ferent plant-derived food allergens have also shown the presence
of thls polypeptide chain as a ch¡tin-bindingdomain in class I endo-
chitinases. This accounts for th€ cross-react¡vity between latex and
some fruits (Bl-rnco, 2003 ).

The first mapping of the line¡r epitopes of Hev b 6.02, using
overlapping peptides in direct or inhibltlon EIISA was performed
by Beeehol<l et al. (1997) and Banerjee et al. (1997).Thqt indepen-
dentlyconfi rmed that two peptides containing residues Serle-Cysza
and tlyzs-Cysl7, as well "t pt5l3-6y52{ and Glu2e'Asn36, respec'
tively, were responsible for Hev",b 6.02-speciflc lgE binding.
Subsequently, Drew et al. (2004) and Raulf-Í{eimsoth et al. (2004)
nFported that the tertiary $tructune of this allergen was relevant
for lgE binding. ln both works, the Cys tesidues wer€ mutated
to Ser or Ala and, therefore, lgE antibodies did not recognize the
mutánts. I(arisola et al. (200?, 2004), using chimeric-hevein and
heveifl mutants, reported that IEE conformarion¡l epitopes are ln
the N-terminet end C-terminal regions end suggested thatthe inter-

Artrcle hrstory.'
Reccived 1l Augu$t ?008
Acrüpted ?7 August 2008
Aváll¡ble oriline toü

fúJa@,J4'rr[si
Allergrn
F+etl epitope
Docftlng
Heveln
Hev b6.02
H¡rm¡q¡ ¡qFv....... . ...... . ....
l¿tex ¡llér8y
Monocloñál ¡ñtlbody
PrutÉin*prqtein inteÍ¡ctlon

l. lntroduction

It is now widely recognized that lgE-mediated reattions (type I
hlFersehsitivity) and contact derm¡titis to NRL proteins are impor-
trnt medical problems, particularly in countries that a¡e striving
to attain higher technological standards (Wagner and Breiteneder,
2005), The high-risk population includes individuals erposed to
proteins found in products manufáctured w¡th this material. such
as glores and surgical devices (Bcrnsteirr ct at.. 2003). Hev b 6.02
(hevein), one of the major NRL allergens existing in high con-

Abbreviaüons: ASA, accessible surf¿cc ireÁ; 85 . bovine serum albumin; CDR.
tomplemÉntery rldterminint reÉion: EusA, enzyme-llnked immuno*orbtnt ¡Jsáy:
FR, fr¡marrork rcIlron; mriü, monoclonál ¡ntibody: NRL n¡tural rubber letoq RlvtSD,
ruot mcen squBrr dcvi¡tion; scFt¡, single cheifl verleble ftnEmenti VH. viri¡blü rcdon
he¡W ch¡iu yr, viriáble re$on light chain.

+ CorrÉspohdlng ¡üthür. Fex: +52 55 56 16 2217.
E-tttofl üddrtisr ádtlaolseLvitlor,urr.r¡rr.rrx (4. Rodrfguez*Rorf|tfit).

Or6l-58gü/f - see front m¡ttcrQ ?008 Els¿vier IJd. All rlgfits resewell.
doi: 10.1 0 l 6/i.nrolinrn).?008.08.¿82
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rcting residues ire Arg5, Lyst0. 5,¡uze, Tyfl. H¡s35 and Gln38. ln
a parallel stud¡ our group used an alternatfue Ftratety that con-
sisted in oxidlzing the nrro solrnnt-€(posed tryptophans (Trfi and
Trpr3) through chemical modification (Reyes-tírpez et al., 2004),
producing a modifled Hn¡ b 6.02 thet showed only?0$ ¡nh¡bition
oflgE binding. lt was then suggested that these ttro residues were
¡mportant in the lgE-Hev b 6.02 interection. Recently, we found
¡ natur¡¡ heveln isoform (Hev b 6.0202) with onty one change
(Asnl{Asp) that shor¡¡ed ncduced lgE-binding capaciry using serum
pools of adult ¡nd pediatric petients (Reyes-López et al., 2006).
These discrepancies suggested the presence ofmore than one con-
formatlonal epitope on this small allergnn and. therefore, the way
in which IgEs recognize Hev b 6.02 remains an open question.

Hybridorna and phage display technologr are tlre methods cur-
rently avrilable to produce and isolate allergen-specific rntibodies,
whish are able to inhihit the bindirU of serum IgÉ frpm allergic
individuals (Davies etal., ?000t Edwards et al.. ?001). Blockinganti-
bodies have been used to learn more ebout the specific residues that
are crucial to allergen-antibody interactions. Nonetheless, to date
there are only'a few reports on the $tructure of antibody*allergen
complelas (Mirza et a1.,2000; Padavattan et al..2007; Niemi et al.,
2007; Li et a1..2008). Furthermore, ithas been shonrn tlntallergen-
speclñc lgG antibodies, which inhibit the lgÉ-allergen interaction.
h¡ve been tested in specific Immunotherapy (Flicker and Valenta,
2003).

L¿ukkanen et al. (2OO3) obt¡ined two hevein-specific recom*
binant lgE antibodies from a human scFv library and pmposed
them as potentlal reaEents for the ¡nalysis of lat$( allergens. Nev-
ertheless, the¡e antibodies h*re not been used for the epitope
analysis. Consequently, to gaining insights into the locrtion and
cherrsterization of the conform¡tional epitop€s of this i¡nportent
late< allergen, in th€ prÉsent study thtee scFls and one mAb Hev
b 6.0?-specific were selected. The puriñed ántibodiÉs werc able to
cumpete with the binding of sera lgEs from latot allergic pátientÉ.
r{dditionelly. lsoforms and chemlcally modified -Hev b 6.02 were
tested with the recombinant antibodies. The structunl modeling
of different tlev b 5.02-scFv complotes prwided complement¡ry
inforfn¡tion on the Hevb 6:92*lge Tta¡ftlll.

2. M¡ted¡ls¡ndftilltrod$

2.I. Allergens

Hev b 6$?, Hev bS.0202, pseudohwein (Heves Dras¡'liensis clone
GV42) and dlemicallymodified hevein werc obtained follorving the
procedures reported by Reyes-Hpez et al. (2004,2006).

2J, (hamcterfg'wíor of allagenic patfenf and serd

Twenty adult and pediatric NRlallergic patients werc chf,ricter-
lzed by posithle clinicat htstory and sktn prick testing. Additlonally,
sera urere tested for reactivity with Hev b 6.02 by d¡rect EilSA.

;.3. tsEElfst

Hev b 6.02 diluted in 50 mM carbonate buffer, pH 9.6 was coated
on mic¡miter plate (Corning, t{Y. US ) at 3 pg/ml (l00pL/well)
and incub¡ted d¡ernight rt 4"C. The umlls were emptied, and the
remaining protein blndlng sites were blocked with 1 X bwine serum
rlbumin (sigma. St Loui$,lrto) in phosphate-buffered selirc (PBS),
at 37 'C for ? h After rinsing. t00 pL of latex allergic patients serum
(diluted 1:10 in PBS) were added ¡nd lncubated at 37'C for 3h.
Biotiriylated mouse anti-humen IgE (Zymed: diluted 1:10o0) was
edde( followed sequentially by streptevidin conJugated peroxidase

(Zymed; diluted 1:?00O) after washing. Produced color was re¡d
at 490nm by using an autom¡ted tlynat€ch MR 5000 EUSA reader
(Dynatech l"aboratories. Inc.. Chantlll¡Va.).The mean + 3 5.D. of the
control individu¡ls w¡s chosen ¡s the threshold value for a positive
result,

2.4. Het¡ h 6.Q?-spedÍc monoclonal antl'bodier: productrbn,
isotypíng and purftcation

Fou¡ üo eight-weeleold femele htlS/c mice were immunized
intraperimneally (i.p.) with Hev b S.flll-BSA coqiugarcd, rnd emul-
sified in complete Freund's adJuvanL Thirty and 45 days laten
mice were boosted with an identical amount of antigen in incom-
plete Freund's edjw¡nt. The mAbs twre derived by sornrtic cell
hybridization of 5p2 mouse mlrcloma cell tine to 1.35 x 107 spleen
cells at a radio of 1:lO in the presence of polyethylene glycol
(PEG) 1500. Hybridoma cells welr selected by Hypoxanthlne-
Aminopterin*Ttrymidine (HAI) medium as previourly described
(Galfré and Milstein, 1981 ) and tunher selection of the secreted
antibody to Hev b 6.O2 were chosen by direct ELISA. Posittve
cell cultures were cloned at leest ftre tlmes by limiting dilufion.
l$otype detection was done us¡ng á comflercial kit (Bi+.Rad hbo-
ratories. CA, USA). For the puduction of ascites. hybridomr cells
werc ip. ¡nlected into pristine-prlmed fem¡le BALBIc mlce and
ascites were collected 30 days after ínjection. Antibodies were
puriñed frcm hybridomt culturc and á$citi$ fluid by afñnity chro-
matography using a Pmtein G Column (Amersham Biosciences;
Uppsala, Sweden). P¡otein Éoncentretion was measured essuming
thateliSelmt' * t.4o gr slte : 14o0ooM*r cm-r corrcsponds to a
puriñed antibody solution with a concentration of I mg/mL

2.5. Hev b 6.02-spec{/tc ftumon scFr¿s pftqgB dl¡ploy selecflon

A hum¿n combinatorial libr¡ry of scFls, prepared by Riafto-
Umberila et al. (2005) with dirnrsiry cloie to lJ x ld, was
displayed in filamentous phages end used for the seleffior of

, . antibodier that recogn¡?ed Hev b 6.02. Re¡cue of phagemid par*
ticles wqs done as described by Marks et al. (1991). Beforc the
biopanning 1 mL of the library (t * lgtl phage *ntibodies) tn PtsS
was incubated for fXlmin in the presence of different blocking
a8mts (BSA and gelatin). Biopanning was performed by adding the
pre{locked phages to immunotubes (Maxirurpl Nunc, Roskilde,
Denmarlc) rnd microplates (Covalink; Nunc Roskilde, Denmark)
coated with purified Herr b 6.0? and Hev b 6.02-85A at the con-
centretions of lO ¡r"g/ml (cyclÉ | ) arut 5 pg/ml (cycles 2-4). then
washing 20 times wi$ FBST (PBS with O.lE Tween 20) and l0
times with PtsS. Ihe bound phage antibodies werc recoremd by
the addition of one mL of E cofi strrin TGI (/{600 -0.7) for 30min
without agitation ¡nd then Somin with rgitation (37'C). Finalty
the cells were plated on aglr ampiciline for overnight gruwth.
The panning procedure was rcpcated twice. In the third round,
the selection was performed using a Surface Plasmon Resonance
instrument (BlAcore X. Uppsala, Sweden). TWen¡r-fiw mlcrograml
of Herr b 6.02 were covalently büund onto a CMS sensor chip
using an equimolar mix of tV-lrydrurysuccinimide and N-cttryl-N-
(dimethyl-aminopropyl) carbodiimide in 10mM acetate bufier pH
3.0. Appruximately 370 rcsonance unlts (RU) were coupled. Thr
phage antibodies were injected and eluted with diffe¡ent concen-
trations of N¿OH (2.5-?5mM) and were rccovered rs $tplalned
above. In the fourth round. the selectlon was performed in immuno-
tubcs and rnicroplates. with some var¡at¡ons. After the washing
steps. one mL of l00mM niethylrmine (Pierce, Rockford, lL USA)
was added followed by a"l0min imubation, to nemüve the less
stable phage antibadies. The remaining phage rntibodies were
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CDRHl CDRH2
1 EvQl,llÉscA.E\lffiPGAsvftvsclB$GYrFrr¡rGtrs,tfvHe,pGeGLEIfi/'AflrseutGtJKs
I EVQI,VES GGGLVf, PG6SLf, I,SCAAS€FIÉSOISI'TIfVRQñ'PGfi GLEWII$StTESSSTTYT
1 QVqLVQSÉAEVfiMDCESI,KISCTÉgATf, FSf, TIIIAI|VRQMPGEGI,EITI"IGIVTFGDSTIRT
1 QYQ LvQs ÉAEvlüPGEs f R r scKGsilrF$¡ fi tAsvHQt-rp€EG l¡Efdvc rvrFüDÉHr nr

CDRH3
AQn¡QGf, VTTTTO I srTTAyMEr¡Rs I,RSDDEAVrÍcARStrtÍl(Dssssst6__üDrtrcQS I lt
ADSVKGRFTTSRDI'|AI{H$I¡fLqltilsI¡RtrEDTAVfycARqAvR----BFtRs--rDvsge6 tl4
RP s FQGQ vr r sAE Ks r sFvY I¡QBss LKASGtAT YYcAResr r Fvs' Er¡rRcDrFDrnee6 1 I 9
RPstQÉQ1,Tr sADKsFsFvtI¡QHss LItAssrrrEÍ(ñResrKFvg'durRqDAEDrsceG t 19

I,I}IfiER
II9 TT!"TVSSÉÉGSSGÉGGSGGGGSOIQI¡I?QSPSsI,EASVüDRV{ITGRTS---OTIDKFf.f,C 175
1L5 tT\|Tv$$GGÉÉSGEGGSGGüüsDreM?qsPsstsrsvcDRwrsüRrE-;;ttsrF8rvxfl l?1
r?O TM\ITVSSGGGG$GÉGtrSGGGGSHYII,TQ-PPSVSVSPGOTATITCESOQI¡HiEB,I.SICIf, 17g
1 2 0 TWTVSSccsGsGecc gÉGcGsHvr t tao-ppsvsvspGgrATl TcEGDgt4tilERt gt cT 1 ?8

CDRLZ CDRL3
1?6 I'QQKPGfiAPRITI¡rYoArür¡D$GvPsRrgG$GSETDITI¡TrssLepEDFATyrIcccsy-rT ?34
t72 TQQKPtrEAFHLI¡I$lÍsrüQ[AlfPsaEsGsGsGTDrtf,Trsst'qrtEDs¡,rrtcggsr-sn aso
1 7 9 YQQKFCq SPVvvI f QATÉRPPG IPERI'SGSÍ SGNINI TTI SGAQSVODñ.OTTCQINOP¡ S ¿ g E
1 7 9 YEqffi cQ s Dvwr vQtrf EPFtrrFEf, Í'sÉTY SGNTAT I¡Tr sGAOsvDDt Dyyc{ATDÉt s 2 tB

235 PRSFCQGTKI¡EIKNñ¡.IEQKI¡ISEEDI,I{GAÁ3HEITffi 2?1
2 3 I 6uÍSGQETRr,Erxa.ñAAt����������������Qftt rsEED¿ltdAAr$ffiffi 2 67
?39 ELVFGSGmLTVI SA¡¡EQKLISEEDü{GtrAI{ffiH 2?S
2}9 E I,VFCSGTOTTVL5A.AASQKLTSEEDT,T{GAAHTdIIHTI ? ? 5

Ht: I' Aítlüo edd sequentÉ alignment of thréÉ H.v b 6.02-5pedific scFvs sÉltrt¿d from human repertolrr, end thd metured clone G?. Theje $equence5 lfclude the c-rycc-teü|rinel tá8 follorrcd by ¿ hotemeric Hls t¡g. CDRE end FRs ete indiceted In áÉrÉément with t<eb¡t ¿cfinltlon (http://wwwbioinf,0rg.uk/ihs/).

r  8 ¡
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46 61
It8 6X
¡t8 61
G? 61

A6
Eg
M8
G?

ñ6
BB
M8
E l

A6
Hg
¡{8
E7

neutr¡lized with f M Tris-HCl, pH 7 and recovered as orplained
abore. After each round of panning, supernatants of single phage
antibody clones were analyzed for specific binding to Hev b E.OZ
and Hev b 6.02-B5A in micmtitre EttSA ptates (Coming Ny, USA)
coated at 3 ¡rg/ml in 5O mM bicarbonate buffer. The phege binding
was revealed by incubation with horseredish peroxidase (HRp)-
conjugated anti-Mt3 (Amersham pharmacia Biorech).

2.6. AJfinity mafitmüon by eror-prone pCR

Selected clones from the scFv library were subjected to mut¡ge-
nesis by ermr*prone PCR with high medium and loar mutagenesis
rate (C.rdwell anrJ Jovce. 1g9Z). pCR products were mixed and
digested with Sfil and Nort (New England Biolabs, Beverly. MA.
USA). Sel purified and then ligared into the phagemid pSynl. Lig-
ated DNA was electroporated into E coli strain TGI cells and the
libraryvariability (mutation rate) was determined. Each new library
was subjected to three orfour rounds of biopanning using immuno-
tubes" Three cycles ofevolution were performed, The sequences of
the clones wett determ¡ned with the primers forward (S'ATA CCT
ATT cCC TAC CCC 3,) and reverse (5,TTT CAA CAc TET ATc Ccc
3') ¡n the Appl¡ed Biosysrems 3100 Gene Analyzer(Foster City, CA,
usA).

T¡ble t

2.7. Soluble single cñafn sntibodf€s expressíon and ptrifieation

The scFv inserts from the selected clones were l¡gated into
the exprcssion vector Psynl. This vestor allou/s E colf periplasmic
expre¡sion of the scFv fused to cmyc epitcpe tág end hexahis_
tidine (His)q rág under the control of the fuc promster. Solubte
scH¡ was produced as described elsewhere (Nielsen cr el., 20061.
Finally, the monomers weÍE separated fium dimers and higher
eqgregates by applyrng the semples onto a Superde¡< 75 column
(Amersham Bioscience$, England). hotein concentrations were
determined spectrophotometricálly using ortinction coefficients
estimated individually for each clone. Typically.0.6mg of purtfied
scFv was obtained from 500 mL of culture of E coti TGI

Z& BÍndl4g sites ano{ysfs using nf,fur¿t vqriants oÍHev b ñOZ by
ÉlJSr{ inhibifion assqy

EIJSA plates were coared with 3 ¡r.g/ml Hev b 6.02 diluted in
50mM carbonate buffen pH 9.4 (lOOpt/well; Coster) and incu-
bated overnight at 4'C. Wells werc blocked with lfi BSA in
phosphate-buffered saline, ar iZ"C for 2h. Aften¡vads. human
single chain antibodies were co-incubated with different concen-
trations (0.005-33 ¡r,g/m[) of the inhibitors (Hev b 6.02, Hev b

comparison of the DNA $equencts of the vrr end vr. reSions (scFv clon$ 46, HB ¡nd M8) with thelr ctffe$t rrl¡t€d germüne Eequendés (ffiGr/v-qgEsr¡

Gennline V. D,J (hc), V, J (ht) CürhplÉte
váfiáble r¿glón
n

CDRs

n

FRs

Percent n
A6 hc
HB hc
ME ht
A6 lc
HB Ic
MB Ic

16HVl -18*01. ICHD3-10'01, Ictil6-0r
IGHV3-21'01, tGHDS-1o'01, IcHJ6-0t
tGHVS-51 -01, IcHD6-rS-01, IGHJ3+02
IGKVl-39.01, tcKJl-01
lcKvl-39-0r, tcKJs,0t
lGLvS-1'01, t6ln*01

42/369bp
20/ls7 bp
30/372 bp
2413?4bp
2s/t24bp
56/333 bp

I1
o

8
7
I

?s/l14bF
zol1oz
l6/l14bp
l1 /81 bp
15/81 bp
2e193 bp

27
?0
14
"t4

19
3l

lTl?ssw
o/?55 bp
14fts8bp
l3/2,{3 bp
lo/Ztt3 bp
xtlz4$bp

o
5
5
4

I t
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T¡blG t
lnhibition pefteDtage of lgE binding frofii netürál rubber l¡tex positlvr srr¡ to n¡tive H€v b 6.01 by rerombinant antibodie¡,

Iudiv¡dú¡l scFv M8 srFv C7 srFv Ati scFv H8 rfiAb 6ü7 scFvs ¡ü¿l ntAb 687

lnh¡bitioh pr'rr;entáBe
I

J

4
5

7

Meán

32.6
14.4
20.7
24.9
¿2.0
8.2

1? .  I

19.3

28.5
I  ó . )

lE.9
6.9

?6-5

22.6
8.0

5 1 . 3

8_ l

l4 . l

20.9

l9.o
6, I

42.7
55.1
35.7
J  I . J

45.3

34.5

9.5
18.8
9.6

7Q.6
l2.S
JU-O

40.6

20..4

24.3
2n.2
13.2
63.4
15.0
33.6
t t . j

34.5

34,1

?.2.3

6.0202. nrodilicd Hev b 6.0?, and pseudohevein) in PBS for 3 h and
were added to the wells for 45 min at 37 "C. The colorimetric reac-
t¡on was revealed ¡s mentioned above. Results were expressed as
perccütagc of inhibition using the following fotmula: [(absorbance
in the abscnce of inlribitor X*absorbance in the presetrce o[
inhibitor X)/absorbance in the ebsence of the irrhibitorl x [100].

2.9. tgü Inhihition assay.using recomblnant antibodies

ELISA phtes were co{ted with 3 pg/nrl Hev b 6.02 overnight
et 4 C. The plátes wsre blacked with 1% Casein (Sigma, $t. Louis,
M0) in PBS and intub¡ted 2h at 37 C with the human scFvs or
monoclon¿l antibodies (diluted l;100), After washing, the plates
wcre incubaterl with 1:I0 diluted sela front natural rulrber latex
allergic patients for 2 h at 37 C and bound human Ig[ antibotlics
w€rc detected as explained before, We use a toxin-specific human
scFv like negative control.

2.1 0. Fluorescence neosurelnglrfs

Fluorescence experiments were c¡rried out on a fluorescence
spectrometer PerkinElnrer BL50 (USA) in a I cm quartz, cell. with

the FLWinlab software for collecting d¿ta. All measulements werc
done at an excitation of 295 nm and an emission of 3?0-440nm.
in a cell thermostated et 25'c. The excitation slit was set to 2.5
and tlre cmission slit to 3.5. The buffering $ystem was PBS pH 7.4,
137mM NaCl. Hev lr 6.02 concentretion was 2.ll x 10*6M for all
expeliments, Antibodies were prepated in different molar ratios
with respect to the állergen. Spectral centers of mass of intrinsic
fluorescence (intensity*weighted average emission wavelengths.
SCM) we re calculated as SCM - "tlt (¡,y.u (I), where tr is the emis-
siorr wavelength and I (I) represents the Íluorescence intensiry at
wavelength.

In fluorescence quenching experiments aliquots of 3.0M acry-
larnide (Aldrich, St. Lnuis, MO) were added directly to the sámple
üp to a tofal concentÉtion of 200 mM, with 10 mM increments. TIre
Hev b 6.02 samples wele allowed to equilibrate with acrylamide
for"5min before each measurement, For those exper¡ments witlr
Hev b 6.02 in the presence of different molar ratios of recombi-
nant antibodies, Hev b 6,02 was incubated with thesc antibodies
for l?h before adding the acrylamide solution. Fluorescence val-
ues were corrected tbr dilution by the titrdnt. Fluorescence was
not observed in control titrations with buffer and acqtlamide. The
decrease in fluorescence intensity is described by the Stern*Volmer
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equation Fs/F*l +Ks, lQl, where Fs and F are the corrected flu*
orescence ¡ntensit¡es in the absence and presence of acrylamide.
respectively, Ksv is the collisioml Stem-Volmer constant, end [Ql
is the mol¡r concentration of acrylamide, All measurements were
performed in at least triplicate series.

2.11. Segruence alignment andhomologr modelingof the
recombinant anfibodl'es

The three-dimensional stn¡cture rnodels of scFvs werg built by
using the web-besed antibody modeling progrrm WAM (Whitelcgg
and Rees, 200ü), ESyPred3D server(krnlbcfr ('r al., 2002), as well
as the program suite Modeller 9v2 (Sali anrl Blunclell, .|993). The
framework regions were generated by using homologous antibody
templetes according to the sequence alignments obtained with
BL,qST (Frote¡ft Data Bank). The best alignments were selected
according. not only to the alignment score, but also to the
selection of the template structures solved at the highest res-
olut¡on. CDRs from the light and healry chains. except CDRH3,
were built from homologous loops of the same canonical class.
The antibodies were modeled in the form of scFv. with the
light and heavy chains connected by ¡ flexible linker segment.
The minimiz¡tion of the structures was performed with UCSF
Chimera software (wrarwcgl.ucsf.edu/chin, era) through the MMTK
routineÉ.

2.12. Simulated docftüttg o/scfV-Ha¡ b 6.02 complexes

The rigid-body docking epproach of GRAMM-X (Tovchigrcchko
and Vekser, ?006) was used to constfuct models of n¡vo scfus with
Hev b 6.02, using the Erystal structure obtained at 1.54 resotu-
tion (PDB code lQjgB) (Reycs-l,opez et al., 2004). To perform the
rotat¡on and translation searches of the allergen around the sur-
face of the antibody-binding region we used RosenaDock (Gray
et al., 2003). In the high-resolution rcfinement step, where the
Monte Carlo min¡mizát¡on procedure was applied, the side-chain
degrees of freedom were optim¡zed sitnultanesusly; in the con.
text of a detailed all-atom energr function. where short-range
ttydrogen bonding. van der Waals interactlons, and desolvation
were the greatestcontributors,The search procedure was repeated
from different random st¿rting orientations &o create 1000 struc-
tures. The RMSD values were calculated over the scFV molecules
after superposition of the ligand (Hev b 6.02) with the sterüng
model. To rank the rtsults we used Fnát (fraction of native con-
tac[s), defined as the residue-residue correct contact number of
the predicted complex divided b1r the number of contacts in the
tar8et complex, and the L¡ms value deñned as the ma¡n-ch¿in
displacement of the predicted ligand aga¡nst the target structure.
Polar fontacts were arulyzed with the PISA senrer (l(rissinel and
Henrick,2007) and the apolar ones with the PIC server (Tina et
al.. 2007). The models were visualized with Fymol v1.0r2 {Delano,
2002).

3. REsultt

3.L Selection o/ Hat h 6.02-specific munne monoclonal
¿nfibodies

Afterimmunization with Hev b 6.02 purified from netural rub-
ber laüex and corralent$ bound to BSA, a penel of murine mAbs was
obtained. Direct EIJSA using Hev b 6.02 in the solid phase screened
all the h&ridoma candidates. mAb 6E7 (leGl K) presented a high
degree of rccognition.
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Pt& 3. Tryptoph¿n fluorescence ln ttre ¡dent¡nr¡t¡on of Hev b 6,02 epltopes. (A)
Tryptophan intrinslc fluolt*ence of the comple<es Hev b 6.0?-rucombinant ¡nti-
bodies ¡t difierent mol¡r rttios. (B) steffi-Volmer plo$ for ecrylamide quenchint
effeft5 oÍ Hcv'' b 6.02 ¡Íd on its compldrs with rccomtlnant ¿ütlbodles.

l.?. .$glecfion and mqlgqiar snaly.sis of,the Hey b 6.02-spedfic
humahscFns.. .. . .

A human random combinatorial phage library (Riario-lJrnbarila
ct ¡1., ?005) was screened with immunotubes and microplates
coated with Hev b 6.02 and Hev b 6.02-85A at a low density. Three
clones were found to express Hev b 6"02 binding activiry. scFV
antibodies M8, AE and HB (Fíg. 1). A sequence alignment of the
thrce l¡ght chains (V¡) showed an identity ranging frum 39fr to
75S. whereas lor the three henry chains (V¡ ) it ranged from 4l f to
49Í. Framework regions (FRs) and one complementary determin-
¡ng r€g¡on of the light drain (V1-CDR2) were of equal size: CDRL1
and CDRIJ were of different s¡zes for MB only. Concerning tlre V¡s,
CDRH3 of different sizes were observed for the three scFvs with 12
(Hg), 16 (46) and 17 (MB) residues, respectively.

The DNA sequences of these scFvs (ceriB¿nk ecces$ion
nos. EU934735, EU934736 and 8U934737) were compared with
germline sequences deposited in the IMGT database (tÉfi¿nc,
2003). The heevy chains of A6 and H8 are related to Vlll and VH3
famllles, respectively. while MB is related to VHs. The litht cha¡ns
of A6 and HB belong to the \rkl family, whereas M8 is rel¿ted to
Ut 3. Notably. there were more variations in the Vr-CDRs (14-3t X)
than in the FRs (5-1lX). In the V¡-CDR regions, the variation level
accounts for l4E to 2lX, while for the FRs, it ránged füomOfr to 7X
(Table 1 ). It was very interesting to obsewe that the rate and distri-
bution of somatic mutations were comparable with those ob,rerved
for two important human antibodies anti-allergen; lgG anti-Bet v
I (Denepoux ct al.,2000) and lgE anti-Phl p l (Flir:ker et al., 2006).
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3.3. 4ffnfty mstursfion

To detrrmine whether the incre¡se in the affinity of the scFv
could imprwe the IgE-Hev b S.02 inhibition, three sycle¡ of
directed evolution werc carried out with the clone M8. In the
first cyde, the library pJ x lff veriants; mut¡tion rite l-lg) was
evalu¡ted by pfiege dtsplay ¡ga¡nst Httr b 5.0? by three ruunds of
biopanning The imptwed recognition of úe vadant F6 w¿s deter-
mined bnr thr€e mut¡tions in the frameworks of the hearry chaln:
MeCEVal, Ileft Phe arut Gtfl Ser.This variantwas sub.iected to a sec-
qnd maturation qlcle, whrre the library sim was 2.4 x t# variants
and the mutat¡on rate lf,,ln this case. the clone F7 was selected.The
changes werc located at VH-CDR3; {lle!o?Lys) FRVH, (MetrzrVal),
rTVr; (SeÉr8:Ihr), FRVr; (ser¿5zcly) and FRV¡ (As2sscty). For the
third cycle (2.3 x 106 vari¡nts and muüation rate 1N), the clone G7

w¡s chosen and its Dt'lA sequence showed only two changes with
resp€ct to clone F/. FRt/¡ (GlnrsHis) and VI-CDR? (SerlsTyr).

3.4. Inhlbltlon of IgE hlndí,ng to Ilev h 6.02 by reeomblnant
anfrbsdies

EIISA inhibition essays were performed to veriff whether the
fn yífro selected anti-hevein murine mAb (6E7) and humen scfus
(M8, GZ A6 and HE) hed epltopes ln common with the lgEs fmm
latex allergic patienu (Table 2).Sen from serten allergic individuals
showed ttret the bindlng of eadr re combinent antibody inhibited up
to 55Í of the IgE.Her¡ b 6.02 interact¡on.The combination of the tour
scFrrs ¡nd the mAb 687 inhtbited mote than 70f for the sera of two
out of the seven patients. These results demonstrate the polyclonal
nature of the Hev b 6.0?-speciflc lgE response. Analyzing the results

.rit¡r'd ..d tF#"'{,,. %fr
F'+l',\, ! \  i

Dill-vH
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obtained for the matured G7 compared with M8, we observed onty
as| ight improvement inthepercentageof inhib i t ion ' � � � � �

3.5. Mapping of the Dinding sifes of the recombinant ontíbodíes
usingnatuml and chemlcally modified varisnts o|Hert b 6.02

For identification and comparison of the Hev b 6,02 regions rec-
ognized $t scFvs, mAb and native lgE, nso of its netural isoforms
and one chemically modiñed variant were used. Hev b 6.0202 has
a single mutation in the position Nl4D (Reyes-López et al., 2006),
while pseudoheve¡n presents six mutations TrÉtTyr, ThFTSer,
GluzsAsp, AspHSen HisssLys and tup43Gly. For the chemically mod-
ified hevein both, Trpzl and Trprr were otidized ¿s described
previously (Reyes-López et al.. 2004). Increasing concentretions of
the proteins were added to earh rccombin¡nt antibody ¡nd the
residual binding activity to Hev b 6.02 wes measured as a pei*
centate of inhibition bV EUSA (Fig. 2). The inhibitory effect of Hev
b 6.0202 (869). pseudohevein (50fr) and modified hevein (20X)
at the highest concentration in the IgE-Hev b 6.02 interaction is
shown (Fig. 2A).This establishes the importance of thc tryfptophans'
solvent-accessible surfece area (ASA). and some resldues located in
the carbotl¡-terminal region, to be recognized by tgEs. In the scFv
H8-Hev b 6.02 interaction, only the modiffed allergen (608) and
pseudohevein (37fr) showed changes in the p€rcenrage of inhibi-
tion (Fig. 2E). For the scFv G7-Hev b 6.O2 interaction, the isoform
Hev b 6.0202 ính¡bited 7OÍ, while pseudohevein inhibited 48.5tr
(Fig. 2C). The highest concentrat¡on of pseudohorein and modiffed
hevein shou¡ed reduced mAb 6E7-binding cepactty. 36fr and 58f,
respect¡vely, wherees Hev b 6.0202 only reduced it by 15fi(FiS.2D).

3,6. Fluorescence meosurements

TWo different er<per¡ments werc performed to analyze the inter-
action of hevein with the recombinant antibodies. We used the
intrinsic fluorescence of the tryptophan residues Trp?l and Trp?3o
(ASA of 165.9 and lr2.r 42, respeaively) and. the acrylamide-
dependent quenching. In the first case. the b¡nd¡ng of H8 and mAb
6H7 tO Hev b 6.02 prpmotes an emission shift from 358 ro 348
and 345 nm, respectively (Fig;3A). These results are explained by
a decrease in the polarity of the envimnment of the tryptophans'
area (Lakowicz, 1986). In the second case. acr¡damide wes used to
quench the fluorescence of hevein and the üntibodies either aloñe
orwhile in acomplex. Fig.38 shows a Srern-Volmeranalysis of the
acrylamlde-dependent quenching of hevein-entibody complexes,
where important differences are observed. The Hev b 6.02-mAb
6E7 complEt showed a substantial decrease in the Ksv value
(12.1 +0.15 M-l ) compared to th¿t of Hev b 6.0? (1?.68*O.+M-l);
the Hev b 6.02-scFv G7 and Hev b 6.02-scFv H8 complerrcs pro-
duced a sl¡ghtly decrease, and Hev b 6.0?-scFv AG did not affect
the Ks value (Fig. 3B). These results indicated that in ddition to
a change in the polar nature of the environment of the tryptophan
residues. they also became less accessible to acrylamlde. There-
fore, it may be concluded that at least one Trp is in fact involved in
interáctions with the mAb 6E7,¿nd the scFv H8.

3.7. HamoIoW modeling, simulafed dockr'rr¡l of súvs-Har b 6.02
complqes snd epiüope analysfs

For the homology modeling, we compared all the models
obtained as desctibed in Section 2. and selected the best results
for each scFv. To further elucidate the structural characteristics of
hevein bound to the scFw, the described filter and selection proce*
dureyielded a final model forthe dockingcompl€xHev b 6.02-$cFv
G7 and one for the Hev b 6.02-scFv HB complor (Fig. 4). In the

Irblc 3
ñrtibody irüerfeÉe residues.

Hev b 6.02-scP{ C7

Numb¿r ofrcsldues

l6

Buried surface area (Á)
tú t . t
P-value

0.415 (tlev b 6.02), ¡.515 (scFv c?)

Residues involved in poler intaructions

Hev b 6.02*sctu C7 (CDRS)

GIn2-H¡s10!t (H3)

Ly61GTyrl96 (I-2)
trull-Gln193 (LZ)

CyEIZ-Scrl75 (Ll )
Asnl+Tyrsz (H2). tupI11 (H3)

AsnlS-Tyrsz (HZ), Arg59 (H2i, Trp234 {13)
serzF.Asps5 (HZ)
tun40-Asp?35 (13)
Lys42-Asp55 (H?]

Hcv b 6.02-EcFv HB

l 5

611.8

0.533 (Hev b 6.0?),0.459 (E(FV HB)

Hev b 6.02-srFv Hg {CDR$)
Args-cly103 (H3)
ClnGClyl03 (H3)
Serl9-Tyr228 (t3)
Gln20-Tyr228 (L3)
Trp2l-Tyr168 (tl )
Trp23-Tyrl68 {Ll ), Tyr228 (t 3}
Glh?9-H15163 (Lr )
Pro33-Tyr59 (HZ)
A$p34-Ty159 (HZ)

A coütact ls ffiede when two side cheirÉ háve át leasr one nonhydrcgen átoft páh'
within 4Á.
The P-v¿lue ls a measure ofinterfece speriflcity. Avalue ofP>0.5 ¡neans thet the
interface is less hydrophobli. On the othér hend. P< 0.5 indicates that the interface
c¡n be interection-speclfic (Krissinel end Henrick. 200?).

first case, the buried accessible surface ¡ree was 1485Á2. ¡nvolv-
ing 26 residues of the peratope. and 16 rcsidues of the epltope
(Fig. 4rt C and E). Asparagine 14 establishes three hydrogen bonds
with residues locaHd in the deep cavity of the antibody. validating
the in vifrlr assays (Fig. 2C). Ihis complex reveals a slightly more
hydrophilic interfece than the ¡Neráge found in antibody*¿nt¡g€n
interfaceq (Lo Conte et d.. 1999). Table 3 lists the interface residues
of the resulting models end their intÉractíons, Comparatively, HB
establlshed ten hydrogen bonds with the CDRs, including more
hydrophobic residues thet made contact with the two eromatic
residues (Trt'l and Trt'3) in hevein (Fig.48. D and F).

For comparison. the coordinates of Hev b 6.02 werE subm¡tted
to sever¿l serven¡ for the prediction of conformational epitopes
(Ponomarenko and Bourne, 2007). The seruer PPIPRED (Bradford
¿nd Westhead, 2005) predicted three discontinuous epiüopes; the
first involr¡ed Glnr, Serls, TrÉr, Trp23-SÉÉ6 and GluE and Tyr30,
the second G$, [Éull -Asnls, SeÉs and Asn{; and the thtrd con-
formational epitope involrred the resldues Prols-Ct'su, Cysz'l-ThÉ7
and Ly#?, which are in accordance with our docking results.

4. Illscr¡sdon

It is well recognized that the letex allergen Hev b 6.02 is an
important cause of type ¡ hypersensitivity in letex gloves user$,
particularly health care workers, children submitted to multiple
opentions. and more recently laboraüory scientlsts. The fact that
several studies have associated Hev b 6.02 sensitizat¡on with the
latÉxr-fru¡t qrndrome highl¡ghts th€ importance of this small and
stable allergen. Such associetions establlsh cross-reactivlty as a
consequence of the prcsencébf hevein'like domains in some fruits
(Blanco. 2003). ln this snrdy, we present a struchrral characteri-
zation based on molecular modeling and fn vltro experiments, of
putative E-cell epitopes of Hev b 6.02, using three human sctu
antibody fregments and one murine monoclonal antibody. We
observed that these recombinant antibodies inhibited the bindlng
of human IgEs to tlerr b 6.02, to avaryingdegree depending on eadr
lndividual. wlth a maximum value of 55Í for scF\¡ HS, 51Í for scRr
A6. 37Í for scFv G7, and 4l X for mAb 6E7. Similar resulrs have been
reported for differcnt monoclonal ¡ntiltodies anti-allergens (Mirza

Neevia docConverter 5.1



GModel
It{l[lM-2872: No.of Fages9

I  t . M. P¿drE¡ü-Esdolon o Et tL / MalEntldr ¡mtflunoldfl|| ffi l20ll8) ffü-flo(

t
t
I
t
I
t
I
I
I
t
I
I
t
t
t
t
I
o
t
t
t
I
t
I
I
I
t
t
t
t
I
I

et al.. ?000; Padavatt¿n et ¿1., 20O7; Naik et al.. 2008: Flicker et al.,
2006). Notably, in our case. a synergic effect was observed when a
m¡xture of all the recombinant antibod¡es was ¡ble to inhibit the
IgE binding to the allergen, up to 71X in some p¡tients (Tahle 2)'
¡t is ev¡dent thet this b¡ttrry of antihodies rccognizes different
regions ofthe Hev b 6.02 surface. thus resembling the lgE polyclonal
response from allergic patients and allowing for the indMdu¿l ¿nal-
ysis ofeach B-cell epitope. The overlapping between lgE and lgt
epltopes could be useful fqr the identiñcation of immurpdomin¿nt
regions thet are essential for diagnostic and therapeut¡c studies
(van Neerven et al.. ?006). For these rcesons, the hevein-specific
antibodies might be used es potential blocking rntibodies, as well
as diagnostic and rcsearch tools.

Concerning the primary structure. the three scFv anti-heveín
obuined in thls work, display CDR loops of the V¡ and Vr chains
that are, surprisingly,hi$tly ldentical to those regions of a fewavail-
able sequentes of lgE antibodies raised ageinst different allergens.
The BLAST analysis showEd that the V¡s ofA6 and HB presented a
sequence ident¡tyofSl -83N, respectively, with Vss ofscFV antibod-
tesagrinst Phl p 5 (Persson et al., 2007). CDRIJ showed the highest
sequ€nce variation, as expe€ted; however, the ¡rom¿tic resldues
remained, For the V1¡ dlfferent results werc obtained: The HB V¡1
hrd an 85S identity with one eV¡1 from ¡nfibodies of gr¡ss pollen
allergic patlents (Andréasson et al., 2006), whlle the A6 Vx Pre'
sented a-?4ff sequence identity with another sV¡ obtained from
allergic pattents ant¡bodies (Coker et al..2005). CDRfll and CDRH2
toops wercquite con¡erved and the largest dilferences were found
in the CDRH3 rcgiorrs. tn accord¡nce with our results, Niemi et á1.
(?00?) r€porteda highidentiryamongVrs of ariti-grass pollen. anti-
leter( ánd enü*bor¡ine rnilk aritibodies, suggesting the presence of
slmtlar epttopes on these allergens. ft is wonh mentioning that the
IgEs anti-hnrein reported by Laukkanen et al' (2003) present an
identity of 63Íwlren compared to H8. with the hlglrest similarities
between CDRLI and cDRl3.

To turther analyze ihe epitope rcgisn$, we pe-rformed EUSA inti:
bition experimeflt$ te$ting two namr¡¡ isoforms and the allergen
chemically modtffed atthe tryptophau repidups.These isoformr are
polymorphk vrriints o[ the same ellerten, which Fes+nt small,
lrrrif,tions in the discontinuour epitopss that could trinslat€ in
¡mportant dranger in the binding strength. We found that ea(h
rscomb¡nent antibody recognized in a different way the isoaller-
gens tested. Tlrc local change in charge distribution present in Hev b
6.0202 might errpl¿in why the scFV G7 binding ability wes reduced,
meaning that Asnl4 is part of the epitope recognized by this anti-
bo<ly. On th€ contrary. when the mllieu of th€ ffometic residu€s
(Tqfr and Trpz3) was changed. the scFV HB and mAb 6E7-binding
abilities were decreased, suggesting their participadotl ¡$ erlother
immunodominrnt region- tastly, pseudohevein that includes muta-
üons at the C-terminsl region and at the aromatic area (Trdl'llr)
showed a reduction in the binding capacity for ¡ll the antibodies'
tfius suggesting the pantcip¡tion ofthose residues in the antibod-
ie¡ recognition (Fie.2). ComFaratively pseudohewin and modified
hevein presented the lovr'est lgE recognition indicating thtt the
retidues lrdl, TrÉ3, fnÉr. Chze. AsÉ{. His35. and Ast'3 are rel-
evant for this ¡nteracfiotr.

ln agf€ement with tlr ¡esults presented above. wlrcn intrinsic
fluortcscence spectra were remrded in t$e presence of increasing
(oncentrátions qf scFe HB and mAb 6E7, it wer obseryed that the
relrtive emisslon of the turo tryptophans in hlein shifted. The
dose{ependent shift in fluorescence emission could be medi¡ted
b1t a conformationll change in the protein once the ¡ntibodies
were bound, or by a chenge in the local environrirent of the two
tryptophans, rtflected as polartty. Wtth regard to th€ fluorcscence
querrching with acrylamide, the presence gf the two antibodies
prwoked a decre¡se in the accegsibiltty to at least one o[ the

rryptophans. This is consistent with our previous report where
we est¡blished the importance of the erornatic residues exposed
to the solvent for Hev b 6-02-lgE interartion (Reyes-I.ópez et al..
2004).

The crucial err€nt for triggering an allergic rcsponse is the
allergen-antibody inttraction: therefore, determining the struc-
ture of these complexes is a way to identifyrelevaflt ePitoPes. These
molecular determinants can be predicted by molecular modeling
using suitable sohrrrare, For this purpose, we obteined two docked
models using the ¡cFvs H8 and G7 with hercin' They suggested
mo putatfue discontinuous epitopes. the flrst comprislng a patch of
exposed aromatic residues surrounded by polar ones, and the letter
lncluding the ¡rnino end carbory-termin¡l ends. These results are
in agrcement with the experimental a¡says Presented above, and
are consistent with some characteri$tics of ant¡8en-antibody com-
plercs from crystallographtc drta (Table 3) (Lo Conte et á1.. lg99;
Collis et al.,2003).

It is increasingly evident that aromatic petdres on the surface of
atlergsnr are important For example. a common putative Ig[ epi-
tope prcsent in cysteine protease allGrgenr $hows a conserved Tlr
loc¡lízed in the c€nter gf the €pitopes{Furmonaviciene et al', 2000}.
In another case, onc Trp is a critical residue. recognieed by nono-
clonrl antlbodies, In the ¡erine protease rllergFns (lce et a1.,2007).
Furthermo¡e, the epitope of albumin 25, from sunflowerseeds, con-
sists ofa hydruphobic patctr including oneTrp and fir¡e methlonlnes
(Fantqia-Ucedá et al., 20o4). Recently, the crystal structure of the
complel( Api m Z-Frb reported b¡r Padavattan et al. (2007) pre-
sented an epltope formed by a central hJdmphobic patch, which is
surrounded by Charged and polar residues. l\,t¿u ¿rorflatic rÉsidues,
a Trp and one Phe, establish lix apoler contacts with the Fab. All
these results support the ideá that ¡nomatic residues Participate in
networks of co-operative interactions with not only hydtophobic.
but also ch¡rged and hydrogen bond donor and accePtor grcups in
the IgG and lgE-allergen interact¡ons.

In sunmary th€ use of oliguclonal,antibodies (i,e. mixtwes
of monoclonal entibodles or human scFvs) pruved useful in this
klnd of studies. The identification of Hev b 6.02 B-cell epitopes
.will attmrr for a structure-b¡sed rational modiñcation of these
rcgions aimed at pruducing alleryen variants with low lgE-binding
act¡vity.
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Ahdrrc{ I}€creflsd lnnune rerctivlty of lsoforms of major
dlergenr hf,$ bem leflortd. Howeyet, $dl clrinr hrve always
bcen bns€d otr expcrhmts with ¡ecomHrant protelru; Tlds work
rilt*cdbec fte uole¡rdrr mrt physlcoclremtcd ch¡recterizrtim of
r hvein (Hev b 6.04ll) nrtrurl lsofotü (Hev b 6.02¡12), whlc{t ls
prcsmt fn rubüer lrtcx fuom H¿v¿a hasilie¡ais. The isodlcrgctr
hru r dngle subÉtifrltm Asl4Anp, whlch giver rfue to locsl dif-
frrencs h the snfrÉc potentlrl, r¡ oh¿rrtd from the crystd
fitruchrc prerented [cle Beeides, ELISA üüibitlon ndng serum
poolr of rdult f,td pofirtric pndente *owed reductd lgE*trding
cap{dty (*21Vo) ililü 6e lmallergcn. Overrll, lüece resr¡lts are
rdevmt to ftIinertc c¡ocirl redrilüee lnvolved ln rfits domlnrnt
dlsaontlnums epltone-
O 21106 Fdendor of Enropcrn Biochentc*l Sodedc+ Publlshúd
by EXscvler B.V. AI rights resÉf,vc.l.

Keywords: Crystal strircture; Isoallergens; Hevein; Hev b
6.0201; IgE-cpitope

l. Innoducdon

Allergic responses to nfltural rubber latex (NRL) protcins
have becr¡ recogrized as a Bcvcre health problem. Unlikc many
IgH-mediated nllergies that sre induced by a singlc or a few
allergenq thete a¡e hundreds of proteins in NRL that vary in
their allergenic pot€ntial. Fifty-six different allergenr which
arc r€cognized by IgE from people allergic to this material,
have been identified []. Of those, 13 proteins officially ae
c€pted by the Intcrnational Union of lrnrnunological Sooie-
ties-WHO arc recopizcd as the main cause of sensitization
of susaeptible individuals, and most of them consist of a mix-
ture of closely relatcd isoforms, as haf been shown by cDNA
cloning [?J. Thc isoforms that have been rcported for different
allcrgene arc; t\ro for Her, b ? [3]; six for Hev b I [4]; three for
Hev b l0 [5J and two for Hev b ll [61.

Overall, f, gtÉat variety of isoallergens have been studied,
essentially at an immunological levcl; howcvcr, little is known
about strr¡ctural difrcrcnces between them, For instancc, it has
been found that Bct v I isoforms form Betula uerr?oosa pollen
bind with difrerent affinities to thc IgEs and that they provoke
differcnt inflammato'ry rcsponÉ€$ [7]. Isofomrs of Der f 2, a

-co*pooaiog 
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major sensitizing allcrgen present in howe dust mites, hnve
also been reported and are known to have different antigenic-
ities [8]. C-onscquently, in gomc cascs, isoforms sss be used in
immunotherapy treat¡nents with l€s$ side-effects [9]. Nonethe-
less, in all these cas€B recombinant proteiü$ were used, natural
isoforms havc not baen ¡tudiad in this context.

Hevcin is one of the m{or allergens prescnt in NRL. It is a lec-
tin that belougs to the defensc related family of proteins U0,l U.
This polypeptide chain is prescnt as a chitin-binding domain in
scveral plant proteiffi, such ns multi-hevein domain lectint and
class I chitinases [?,131, whidt havc becn associatcd with
cross-reactivíty between latex and some fruits [4,15J. Reccntly,
information regarding conformational epitope* of thin allergen
has bcen described; Ka¡isola et al. [6,17], using, chimeric-h+
vein, hevcin mutants and molecular modeling $uggested that
the N-terminal and C-terminal regions essentially detcrmined
the IgE binding activity. In a parallcl work, our group described
critical residues, (Wt,Wt) in an inmunodominat lgE+pitope
[t8], which werc also present h ths lin€ar o{ sequeuüal epitopes
descríbed by Boezhold et al. [9] and Bane,rjet et f,I. [201.

Several molecular forme of hcvein have been idcnti-fied in
"NRL, being pseudohwein thc only one widely characterizcd
tzt]. Thc importance of natr¡¡il hcvein isoallergens rn the sen-
sitization of people allergic to NRL has not bccn determincd.
With the aim of gaining insights into thcse issucs, here we re-
port the 3D structure at 1.7 A rcsolution of the isoallergcu Hev
b 6.0202. Additional biochemic¿l and immunological data of
this molccule are reported and compared with those for her¡ein.

2. M¡teri¡l¡ rnd methods

Hcv b 6.0202 was purifrcd ar dmcribcd in a provious report p2J, with
eourc modiffc¿tions. Bricfly, thc frc*h lutoid fraction from latcx was
homogcnizcd in 50mM Tris. 0.15M NaCl (pH 8.2). Thc protcins
which precipitatc.d with ammonium rulfatc (óS-100u/o sstürstion) wÉrc
frrctionatcd in a $upcrdcx-7S coft¡m¡ (Aracrsharn Bioeciences) cquili-
brálÉd w¡th the sffne buffer. Fractions containing hcvein and other is+
forms werc applied to a C-18 rcvcrsc phase (RP) column (Bcckman
Co,) in e high pcrformaucc liquid ohrornatography (HFLC) systctrr,
cquilibrrted with 0.1% TFA iu dcionizcd watcr. The elution of Hev
b 6.0202 was obtaincd with 0.12% TFA in acctonitrilÉ,

The clcctrophorctic migraüon ofhcvoin sf,d it¡ isoform wa¡ deter-
mincd in a ZCl"á PAGE gcl at üative cond¡tionr (pH 8.4). Additionally,
capillary zone electrophoresit {CZE) was pctformod at l8 kV using a
Bcckmaq P/ACE Sy$ttil 5500, with diodc anay dctcctor. Thc cflpill¡ry
tubing was of uncoatcd fuscd silica (75 tun x 57 cm), The ramplcs wcre
introduced into the capillary in t 0.05 M phorphate buffer, pl{ 2.5, and
dctetion war performcd at 200 nm.

001+5?9y$32,00 @ il10ó Fcdcration of European Biochcmic¿l Societics. Published by Elrwicr B.V. All rights rcscrvcd.
doi: l0.l0l6/j.fchnlet¿m6.03.085
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Thc sequencc of thc ircallergcn wse dcfeffiinÉd by autouratcd Ed-
man degradtüou on a gas"pharc protein $Gqucn(*f (LF 3000, t+ckrns¡t
Instruments, In'isc. CA) using thc puriftcd pcptidee from rnzymatic
hydrolysis. Two pcptidcs werc obtrined from the reduocd nnd alkyl-
ated allctgcn whou hydrolyeed with trypsin (Sigma Chrmical Co.)
(0.15 M Tris-HCl, pH S,2, for 24 h at 37 oC) aud trvo pcptidcs whcn
Glu.C (Bocrineher-Mnnnhcim) wa¡ u¡cd (0.15 M Tri*-HCL pH 8.8,
for 60 h f,t -17 'C). lq both cesÉs. the resultÍng fragnrcuts werc scpe-
tated by RP chromatography and cach purificd chain uas eubjected
to sutomltcd Edman sequencing analysis.

Hw b 6.0202 crT¡tal¡ wcrc gro$¡r at l8 "C from hanging drops by
mixing 5 pl of isoaüergcn (6.0 mg/ml) with 5 pl of rc¡cwoir mlution
(6#¿ MPD, 20 mM Trie-HCl, pH 7.5), Diffraction date we¡c collected
ueiug a Rigaku R-exis UC imrge platc eyrtan with a rotating aaodc
Efllcretor, et 100 K aftcr soakiug a crystal in cryoprotmtant sülution
(7trlo MPD). Thc dat¿ rrrcrc proccssÉd aud soaled with d-TREK []31.
It rs intcrcsting to notc that, cwr though the crystállizetios conditions
for both nlletgcns rrcrc very similar, they crystallizcd in diffcrent epac*
groups (hcvcin, orthorhombic and thc isofonn, trigonal).

The 3D stru*tutc wus mlved by molccular rcplaccment uring thc pre
gram AMoRc [:1] end Hcv b 6.0201 (FDB codc tQgB] as thc cÉarch
prob+. Aftct ñnding a clcer rolution, thc ttructural modcl was eubjcct+d
to rigid body rcfi ncnrnt usiugCNS [?-5j and rcviccd w¡tft QUAHTA2000
(Accclry¡), Furthcr rcÉncmcqt with tlrc simul¿tcd enncrling proto+ol of
Cl'{S. folloutcd by irdividud taryttetüefectorncffncrncnt, gavc ̂R and
f,r.* vrlucs of 22.1% al.d24.W,, rcape*ivcly, At thc ffaal stsgr of rhis
proc+s*, nn ani*o{ropic rcfincrrcnt wa¡ madc wing thc REFMACTTI,S
program from the CCF4 euite [261" dropping thc .R¡* valuc to t9.2%
(R-factor = 15,1"/0). A EunuÉtry of thc data-collcction snd ¡cffncmcnt
statist¡cs is givcn in Tahlc l, Coordiuatcs for the isoform have bec'n
depositcd at thc RSCB Protcid Deta Bank (accr**ion code IWKX).

Calodmphic asssy was pcrformod ushg * VP-ITC instrumeat (Mi+
roCal lno,), Thc binding reaction un¡ monitortd by recording thc heat
rcleascd upon nnall additione of a ¿\¡-.lf'-J\F-tri*cctyl.n-glucomminc
(chitotriose) solution to the protcin (l0OmM phorphate buficr, pH
7.{. In thc rxpcrir*nt, 15 aliquots (9 pl caeh) of en $ mM chitotrioec
wcrc titratcd into e 0.249 mM protein rolution ¡t 25 oC. Thc hcst of
dilution of the ¡sccheride was obtaincd by rdding ligand to thp buffer
¡olution undcr idcntical condrtions and injcction echcdülc uecd with
the protcin sa.mplc, The cnthalpy changc (AIl) and binding cónetstrt
(¡ü wss dcrcrmincd from t[c cxperirucntal titation curvc using fhc
softwarc ORIGIN.

Tablc I
Dats collcction and refinement statiEticb

Dala colleilfum
Spacc group
Uüit cEll pÉramctcr_s (A): s, á, c
Rc*olutiou rangc (A)
Nt¡mbcr of obscw*tions
Number of uiquc rcflcction¡
IId{n
Completencss ffi
Multiplicity
&y*" ("/ü

ReJinemeil
.R'factor f/")/ft ,iE" (9/,1)
Numbcr of stoffs; protcin/solrrcnt

RMS det¡iatiut from ld¿al twhl¿s
Bo¡d lcneú (A)
Boud anglc (")

&esirú¿es tn Ramathanfuan plot (%)
Moet allowcd rcgion
Allowcd rcgion

Avemge B.factor* (A): protcrn/water

P3r2l
!7.n,fi.n,48.79
l6-r.7
l7t0{
4440
25.2
97.1
3.9
t.7

r5.2tl9.r
JzU40

0.014
2.1

91.8
8.?

15.2124.9
"&- - IffiErEil{á} * Fft)lüE¿(fi), uñtre /d/r) ia t¡e fth mcasurc'
meqt of the f rcflcction and lt(rtl is the everagc vdrrc of the rcflcction
intcüritY.
b.g* ií for l$/o of thc total reflcciio,nr.
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Thc ability of Hcv b ó.02O2 to i¡hibit thc binding of allcrgic paticnts'
IgE to hevciu was invesügatcd by ELISA inhibirion Éssay es describcd
previously [ 81.

3. Resulb and discl¡scion

S.L Purification and tharaueri=ation of Heu h 6.0202
Onc main fraction containing hwein (9tr/a) and its ísofbrm

(-57'), wa+ obtained from the molecular exclusíon chromatog-
raphy, then the proteins were separated by rcverse phasc chro-
matography (recults not shown). The presence and proportion
of this pa*icrrlar isollergen wa^c constent in all tlre latex sam-
ples used, no m*tter the clone (GV42 and IAN-710) or the
season of recollcction of latex arrd it ws$ indcpendent on the
agc of thc preparation. At this point it is importaut to stress
that latex was always processcd imnediately.

A native PAGE gel showed single banda for the purilicd pro-
teins, bcing the isoform the more anionic (Fig. lA). These re-
sults were conflrrr€d by CZE, where retention timcs of
4.6ó min and 13.51 min were obt¿ined for hevein and its isoal-
lcrgcn, rcepectivcly.

Regarding the primary strrrcture, analysin of the isoallergen
peptides obtained after hydrolysis with trypsine and Glu-C,
demonstrat€d the presence of an aspartyl residue in position
14, which corrcsponde to asparagine in hevein. The origin of
this de¿midation is uncertai$ che,mical deamination by aghg
of thc sanrples or purífication proccdures is unlikely due to
the fact that under the conditions used (Tris, pH E.2, and
4 "C) this modification hae not bcen describsd I?7,28]. Bcsidcs,
deamination occurs more readily at s&qucrc€s wherc thc side
chain of the carboxyl adjacent rceidue docs not impose steric
hindrance, which ie not the casc for heveín (F i¿s. t B). Eneymatic
dcamination is not probable, bccause to datc there are no exam-
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Hev b6.0202
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F¡S, l. (A) Electrophotttic profilc of hwcin and it¡ isoform. I¿nes I
and 2 contein hcwin: 3 rnd 4 thc i*oform¡ 5 a¡d ó havc a mixturc of
both allcrgcns (20 Fg c{c;h). (B) Sequcucc comparieon betwcen both
isoallcrgcns. Rcriducc involvcd in hcvein lincar cpitop* arrc l3-24 a¡d
29*3ó.
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ples of naturally occurring asparaginases tlrat deaminate Asn
residues within a peptide or protein (XxxAsnYyy). It is then
líkely that non-enzymatic deamiqation of Asnl4 actually occurs
in the plant tissues; however, no isoAsp was detccted, probably
due to thc presence ofenzymes that have been found to be wide-
aprcad in vivo, which mnvert isoAsp to LAsp []91.

Finally, a gcnetic allclic isoform cannot be excluded at this
time either. There are reports ofhev€in i$oforms (pseudohevein
and others with different C-terminal residues) in the GenBank.

3.2. The oaerall strutlure of the isoallergen and comparison with
the strutture of heuein

The 3D-structure of Hev b 6.0202 at 1.7 Á rcsolution is com-
parable with thc one of hevein (1,5 Á resolution); with a root
mean sqwtre deviation (r.m.s.d.) of Ca positions of 0.23 Á.
A stereoscopic view of the supcr¡roscd molecules is shoqrn in
Fig. ?.ar. An inscrt ehowing details of the loop Prol3-kuló

2485

indicates that ths side chains of Prol3 and AsnlS have differ-
ent conformations in both allcrgens. Most of the residues were
clcarly modbled, with the exceptiorrs of Lysar and Aspa3, since
the former lacked density for some atoms of the side chain,
while the latter had to be modeled as Ala becausc no density
was observed further the C$. An analysis of .tL'" - .F. and
2.F." - F" electron density maps (l'i,rr. ?B) at position 14 showed
no eüdcuce for arr isoaspartyl residue, elirninating thc possibiF
ity of Asn dc¿srination during the pwification procedurcs.

The surface electrostatic potentials of both allergens are
slightly diffcrcnt (Fig. ?C), bcing morc negative at the position
14 for the isoform, The effect on the binding of specific serum
IgE (l;i-s. 3) due to the minor change described here sugg€st$
that Asnla is an important residuc in the human IgE rccogni-
tion, and consequently as being part of this dominant confor-
mational epitope. It is worth noting that Asnla has been
described us being part ofone ofthe two lincar epitopcs pres-

N 1 4

Fig. ?. (A) $tcrcoscopic view of thc supcrposition of hcr¡ciu {Eretn) and its isoform (bluc). Inset showq $ctails of residucs 12-16. (B) Details of thc
zÉo - F" (la) and thÉ Jtrd - f'" (3a) eledronic density mapq in bluc and Srcen, rcspr*tivcly, in thc Asp'" rcgion for Hcv b 6.0202. (C) Electroatatic
potcúüals for hcvcin (lcft) and it$ ifióform (righq. Thc ncgativc potcntials are shown in rcd (-2.lksl/eo) and thc poeitivc onc* in bluc (2.1&¡?7eJ.
C¿lcrrlations were done y¿ith thc progrern APBS[i3j and the flgutc* trrith PyMOL.

K10
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Fig. 3. ELISA iahibition was pcrformcd with hevein and its isoform at
frvc diffcrent conccntrstions (0.01-10 ru/ml). Scruru pool (diluted l;27)
was obtaincd from l0 high-riak pediatdc patients and another pool
fro'm l0 adult Ngh-risk hcalth carc workcrs (tnftituto Nacional rlc
Pedistríe, MÉxico City), The inhibition curvc for hcvein i¡ slrown for
comparison. (A) Rcsults for a-pool of pediatric sera. (B) Rcsults for an
ndult scra pool.

ent in hevein [1S.201. It should bc mention that previoue strat-
egies were not effectivc in detecting this residue as bcing part of
a conformational cpitope [lfr tBJ.

3.2.1. Btndfng energetics of Heu b 6.0202 to thitotri-
ose, There welr no significant differences in the f,o or in the
All values for both allergens (t4250 t 770 M-r and
7.04t0"l3kcal/mot for hcvein [30] and l, i640f 1300M-t
and 7.2 t 0.3 kcaUmol for tlre isoform). The stoichiometry
(4) was also ncarly one in both csses. Taken togcthsr, thece rc-
Bults indicate thf,t the residupq in the eugsr Sinding -si¡p, epsen;
tially Trp2l, Trp?3, Tyrso and Serle, sre Bpatially aranged in a
similar way in both isoallergens tl0J, giving approximutoly the
-came affinity for the chitotriose moiery'-lnterertingly, Asensio
et sl. [31] have alsó dcmonstratéd, using nuclear iriagnetic res-
onance (NMR) techniques that the interactions of hwein with
(GlcNAc)5 oligomcrs iovolve, not only thc rcsidues indicsted
above, but also the loop region qProls, Luel6¡ and CysB. We
could speculate that differenccr in this loop could also reflect
differencer in the chitin binding.

3.2.2. Inhtbilion EUSA. An inhibition of 76Yo of thc IgE-
hcvein interaction was detccted with th¡ isoallergen in the casc
of pediatric patients a$d 7fflo for adults (FiS. 2); thru, one ami-
no acid substitution dccreascd thc binding ofboth pools ofpa'
tients'eerum IgE to hevein. In our prcvious work [8], based
on results obtained after chcrnical modification of the Trp rcs-
idues pretent in hevein, prompted u.s to postulate the region on
the surface, which compriscs the a.romatic residues and other
polar residues, 8$ one dominant IgE epitope. In this work we
found that both allergars aro altrrost identical; however, the
net charge and the supcrficial charge distributron are different,
mainly in üe substitution site (Asnl4Asp) of the isoform
(Iiig. 2C). Cohscquently, the change in the im¡r¡unological
activity of the isoallergen can be directly a$eribfd to the single
emíno acid substitution, which results in altcration of loc¿l
rnolccdar surface area and its clmtrostiltic potential that could
lead to a reductiou in IgE binding affinity. Similar rerults havc
bcen reported for Bct v l, where thc mutation Glu4s-Scr inhib-
ited IgE binding bctween 20% and Strá []21.

C.A. Rey*-hipc; et al. I FEBS Letters 580 (200ó) 2483-2487

Several attempt$ have been made lo dclineate confbrma-
tional epito¡rs of hwein-like molcculcs. Karisola et sl. re-
portcd that Args, Lyslo, ctuze, t¡¡Co, His35, and Glu38, were
responsible for IgE interaction using a chimera based epitope
mapping, hevein mutants and mol€cular modeling [lÉ.1?].
Thase resultt are, however, at variance with previous reports
1i9.20], which indcpendently demonstrated the presencc of
the a¡omatic residues in linear hevein cpitopes (Fig. lB). In
contrast, using X-ray crystallography and chemical modifica-
tion of Trp2l and Trplr, we determined that thase aromatic rÉs-
idues were relwant for the interaction with model antibodies
and IgE ilBl. Besides, the relevance that aromatic and polar
side chains might have in IgE recosnition by hevein-like do-
mains u¡as made apparent from a primary-strrrcture compari-
son including 60 domains found in proteins that are
recognizcd as allergens (Hev b 6.02, Hev b ll, whcat germ
agglutinin, WGA) or potcntial plant allergens belonging to
the pathogenesis-relatcd family. We obscwed that in 45 cascs
(75%1, the following motif is conserved (hevein numbering;
see t ig [B): Cr2)o(Xl5XCCSX2or+?rX,pCGXnXAcYC]1,
whcre <p repres€nts an aromatic side chain, O is Thr, Scr or
Gly, and Ac is, tul most c+Ees (847o); either Glu or Asp. Ana-
lyzing thc samc data, but now at position 14, Asn was pre$Ént
in 25 cases (4t.40l'). whereas Asp appearcd just in two (3.3'/ü.
These results rcinforce the operimental evidenc€ that Asn
could also be an important rcsidr¡e in IgE recognition and
a¡e in accordance with the concept that dominating lgE bind-
ing epitopes may be preferentially located in conserved surface
f,rsf,s. Interc$tingly, it looks as ifsomc hevein reeidues thet flrc
involvcd in IgE rccognition are the saüie that participate in the
binding of large (GlcNAc)s oligomers [31].

New sfrategics for type I allergy treatment favor the r¡sc of
recombinant allergcns; howcver, the results presented in tlris
work show that differential behayior in natural isoform h¿s
potentially important imrnunological implicaüons. Addition-
ally, structural studies cf,n provide critical insights to delineate
conformational cpitopes.

Athmwledgmwfi.' Wc are gf,atrfu| to Dr. Michacl K. Gilsou from
CARB-UMBI, USA for helpful dbcusrion and Dr. Socorro Orozco
and Josr Hucrt¿ from thc InstitutoNrciotrsl dc Pcdiatris, Móxico City
for providing thc adult and clrildre¡ scra ffbc cth¡cs committcc of thc
lustitution approvod this etudy). X-ray data wcrc collcct¡d at the
L.IJ.E.P, U.N.A.M. Thh rcecarch ws$ supportcd in part by the Dire+-
ciónGeneral dcAsuntosdel PcrsonalAcadÉmico UNAM (1N2095063),
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AbúhrÉt

Hcvcin (Hev b 6"02) is a major lgE-binding allcrgcn in natural rubbcr latcx and manufactured products. Both tryptophaos (Trt't
and Trpts) of the hevcin molecule were chcmically modificd with BNP$skatole (2-nitrophenylsulfenyl-3-methyl-3'-bromoindolc-
nine); derivatieed allergen failed to sigrrificantly inhibit binding ofserum IgE in ELISA assays. Similarly, skin prick tests showed thst
hwcin-potitive pf,ti€nts gave no rcsponse with the modified allergen. Dot blot experirnents carried out with anti-hwein mono- nnd
polyclonal antibodies confirmed the importancc of Trp?l and Trp?3 for antibody-recogrition, and dcmonstrated thc specific cross-
reactivity of othcr molecules containing hevein-likc domains, We also report the stnrcture of Hcv b 6.02 et e$ extcnded r*oluüon
(1.5 A) and compere its sutfaae properti€É around Trp residucs with thosÉ of similar regions in other allergcns. Overall our rcsults
indicate that thc central part of thc protein, which comprises three aromatic and othcr acidic and polar residues, conctitutee a
confornrational epitope.
O 2m3 El¡cvicr Inc- All rights reserved

Keryords: Allcrgcns; Hcv b 6.02; Hevcin; Late¡; IgE-cpitopt; X-ray structurc

Type I allergic diseases are the result of inappropriate
immune responses to certain otherwise innocuous pro-
teins (allergens), in people with a genetic predisposiüon
or atopy. It is wcll established that the rccognition of
allergens by immunoglobulin E (ICE) ís the key step to
the allcrgic rcsponsc. Thc allergen is bound to the IBE
high-atrnity rcceptor complex on mast cells and, if this
occurs, mediator release is indus,ed leading to the aller-
gic inflammation [].

Allergcnic proteifis are structurally and funcüonally a
hetcrogeneous gfoup, including hydrolytic enzyme$,
enzlmÉ inhibitors, carbohydrate-binding proteins, actin-
binding proteins, and others without a known biological
tctivity [2]. Many sFuctural fcatures of proteins could
potenüally contribute towards their allergenicity, in-
cluding availability and identity of the epitopes. How-
ever, the stability, the presence of glycosyl groups, and
enrymatic or l€ctin activities can influence allergenicity

-torr*rpooaiogeuthor.Fax:+52-s5-5Él&.22-17.

E-mail aüress: adcla@scrvidor.unam.nr,r (4. Rodrígucz-Romuo).

000É2911fl$ - ttc front mattcr @ 2003 Elscvicr lnc. All rights rcsnf,vcd.
doi: 10. l0ldj.bbtc.2lX)3. 12.068

[3], although in many instances the meshanisms rema¡n
unclear. Natural rubber latex (NRL) proteins ¡rre a well-
recognized cause of type-I allergic reactions that in-
creasingly affect health-care workers and other pÉoplc
using latex products. tt is also known that latex allcrgy is
often combined with allergy to ccrtain fruits such as
banana, avocado, and kiwi [4], which con[ain class I
chitinases with a hevsin-like domain. In addition, cross-
reactivity of latex allergcns with pollen allergens from
ragwecd, timothy grass, flnd mügwort has been de-
scribed [5]. In general, the presence of sirnil¿r or com-
mon epitop€s might explain this cross-reactiüty.

Basically two tlpes of IgE epitopes have been iden-
tiñed. Epitopes that consist of a few continuous amino-
acid residues are referred to as linear or sequential [6],
whereas thosc composed of at least two non-adjace,lrt
regions of the molecule that arc brought into close
prorcimity within the foldcd structure are námed dis-
continuous or confornrational. Since mo$t IgE €pitop€s
appear to be conforrnational [7], it is clesr that a proper
understanding of the interactions by which allergens are
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recognizcd by IgE antibodies would benefit greatly from
the affiurate knowlcdgc of allergen structurcs.

Hev b 6.02, one of the main allergens from rubber
(Heuea brasiliensis latex), is a lectin-like prot€in that also
¡rcts rs a dcfense-relatcd protcin [8] and whose presence
has becn demonstrated in NRL products [9J. In addi-
tion, nature furnishes s€veral isoforms of hevein, one of
them, known as pscudóhevcin (isoform l), with six
amino acid muüationn [0J. Hevein-like domf,ins are also
present in agglutinins from wheat germ (four domains)
Il] and ftom Urtlca dlotta (two domains) [12]. In these
agglutinins the sugar-binding site is mainly constituted
by throe aromatic amino acide, which interact with su-
gar rings through stacking cont¿cte.

To gain ncw insight into the uaturc of the lgE epi-
topes for these proteins, we performed immunological
experiments using Hw b 6.02, isoform ?, and the protein
modified et po$itions Trft and Trp¡3 with BPNS-ska-
tole. We alto describe the sharacteriuaf.ion of the
chernical modifrcatlon by MALDI-TOF experimcnts.
Finally, due to the importance of the carbohydrate-
binding region and that sornc conformational diffcrences
wcrc reported betwecn the etructure eolved by X-ray
tcchniques (2.84) [3] and the one in ¡olution [4,151,
we pcrformed a crystallographic study of the allergen at
high resolution (1.54). Based on a detailed Btructural
cornparison of thir protein with allerge,ns from plants
$uch fls Bet v 2 (Betula uerruco,sa), Hev b I (Il. braslliensis),
and the agglutinin from wheat germ (WGA), we pro-
pos€ fln explanation for thc observcd cros$-rcactivity
pattern among thc allergens undcr considcration.

Experftnental proccdrnec

Froletn ptttfication and cryilalltzarbn, hrifuarion aud orystalli-
zaüou of Hcv b ó.02 (clon lAH-710) havc bccn dc$cribcd cl*qvlrctr
ttll. Iq this wotk, cryrtal* wcrr growil Bt l8"C by thr ritting
drop mcthod, from a solution contrining 6#/u MPD, 40rnM Tri+-HCl,
pH ?.1.

Chelrnkal modi{watlon of tlu ryptophan resiárcs of IIm h 6.02.
Modificetion wae cafiied oüt rccordfug to OmÉü¡r ct rL [lq, kicfly, to
a $olution of I mg Hw b 6.02 in 600lo scctic ¿cid, 28 Hl of a 2 mg/mt
mlution of 3.BNPS.Skrtole in glacial netic acid wat addcd (t5min at
roou tdmpcrflturc). The mixture *'ar thrn *pplicd to * Sephadex G-lO
columu (1.0 x l00cu) equilibrattd with 1.5 M aceüc acid. The fraction
containing modfñcd Hw b 6$2 wcs dialyacd egeirut di$itlcd watcr.

Enzpstk dlgesllon olnatural ud nlrrdlfud Haa h 6.02 wlth Glu-C
and cllrr¡mterlzatüan whlg IIALDI-TOF ü4.$r $prdrofietr¡, Natural
(control) aüd ox¡dilcd Hev b 6.02 (150¡rg) wcrc t¡oatsd wirh 6M
guanidinc HCI for lSmin (l7cC). Dirhiorh¡citol (5mM) in 0.l5mM
Ttis, pH 8.8, war thcn addcd to thc *amplce (37'C, 20min). Iodoa-
cetamide (l0mM) in the camc bufrcr wls tddsd to thc mmpl* (20min
at room tÉrtrpct¿turc). Thc rcaction mixturcswsrE thcn tf¡trgfcrftd to a
HiEh-Trf,F dcaatting colurnn (Phornscia), Five microgrerns of cach of
thc samplcs wes epplicd to s Superdcn-peptidc column (16/30)
(Pharmacia) equilibrated with thr Trio buffcr. Thc rcat of tfte proteins
werc digctted with SFg endoprotcina* Glu-C {Boeüdnpr*Mrnn-
hcim), which *hctiwly cleavcs pcptidebotd'r Gtcrminat to Elutamic
acid rcsiducs, fsr 60h rt 37'C. in the *ame Tri¡ buffer. Aft+r th¡s, the

N+crminal srquerrce for thc pcptidcs obtaincd was dotcrrninod by
automáted Edman dcgradation on a gas-phasc proteiu srqucnccr (LF
.1000, Bcckman lnst¡uments, In'ine. CA],

For tltc metf¡x-sssisted laser dcmrption ionization t¡n€.df.flight
(MALDI-TOF) mass spcqtrónttfy (MS) €rpcrimcnts, 270¡rg of rhe
digcsted proteins war appücd to a ¡cven¿d phase colum.u (C-lB,
4.6 x l50mm, Wat+rr). Thc purified pcptidcn wcrc nrixcd with u-cya-
noC-hydroxycinna¡nic acid in JUlo acetonitúla,1V/o weter, f,Éd 0.1%
TFA, a¡d anelymd iq a OMNIFLH( MALDI-TOF in¡r¡umcnt
(Bruker-Daltonics) which has a 337.lnm nitrogcn lascr n¡d lgkV
accclcrating voltage in thc tincsr modc.

CD analytís ol natlrru md themlcally modilied Hea b 6.02. CD
spcctra weru r'cco¡dcd on a JASCO J-700 rpectro¡rclarimctcr at 20.C.
Thc spoctral range war 2fl)-260rur¡ at l0n¡nlmi¡ and thrcc sc¿ns wcrc
accumulatcd, Thc protcin conccatration was 0.2tnglml iu a l0rnM
phocphatc buffcr, pH 7.0.

Ewyme-ltaked lmmunüsürbent üÍsay i¡úlbttioa expcrimenh, Btiúy,
mictoplatcs wcrc coatcd with 5 ¡rgrhvcll of hevcin in sodium carbouate
buffet (pH 9.6) and blockcd, Aflcrwerds, fl sen¡m pool of l0 high-risk
@iatric paticnts (Instltuto Nacioaal dc Pcdiadri¿, Me¡ico City), di"
lutcd l:10, was co-incubatcd {2h at 37oC) with cithcr Hcv b 6.02,
isoform 2, or thc allergcn chcruically modifted, st five diffeÉnt mn.
centratiotrr (0.1*?5pg/nd). Plarcs wc¡c washcd ard bioün-labcled
mousc aniiüuman IgE (11500 dilurion) was allowrd to reacr for I h st
37"C. Thc plarc* wcrc then washcd süd incubatcd with l00f¡tÁvcll of
strcptevidin-pcroxid¡e dilut+d l:2000 for I h sr 37 qC. h'oducrd color
was rtad at 490nm uaing an suto¡riettd Eoayrnc-lintcd imrnunom¡-
bcnt flseay (ELISA) rcadcr (Dynetcch MR5000).

fuit blot assa.¡,s. Thcsc expcrimcnts w+rc pcrforrnd to sccess the
poesible cross-reactivity among allcrgcns. Protcins (Hcv b ó.02, Hcv b
I (profilin), Hev b ll (clars I chiünarc). pseudohcvcin (i¡oform l).
isoforrr 2, chcmirnlly modificd Hev b 6.02, WGA, and bovinc scrum
¡tbumin ffiA) ae a ncgative r¡ontrol) wcre applied to nitroceilúlose
mcmbrancc (25 pg/dot), and thcn washcd and blor¡ked. Tho mernb,rancs
werc incubated with eithcr rabbit polyclonel (FAb) or rnousÉ rnon<F
cloual (MAb) IgGs mi*d against Hcv b 6,02. Tho rcaption wal
rcvcalcd by incubation with peroxidaso-conjugatcd anti-rabbit of anti;
mousc IgSs aud the binding wa¡ dctcctcd by cherrriolunrinceccncc.
. SkIn prlck ¿esrs. Te¡rs werc pedonncd using int¡ct Hev b ó.02 and
thc protein módifiCd at pocitioq¡ Trpl.f and Tqoel ¡¡ jltb vohntect .i
hcalth<¡¡rc workcr¡ (50% high-risk individu¡ls), Thc Ethic¡ Co¡nnrirtcc
of the lustituto Nacional de Pcdiarda, Mcxico Ciry, approvcd this
study. Thc ncgativc coütrol wss allergen dilucnt (Evrns rolution) and
thc positivc t.0mg/nl hfutaminc roluflon. Fivc millili6¡6 of solution
containiÉg an allcrgEn (l.G-l0.0pg/mf) was placcd on the ¡kin which
war t$cn prickcd with thc tip of a uccdlc. The prcsencc of a wheal
largtr thar t$c one produced by histaminc (2-4mn) rnd no rcacr¡on
with the Evans soluüon indicstcd thc prÉscnct of IgE a.gainrt thc
allcrgcn.

X-ray dtffraclton awlysis, X-ray diftaction data were oottecred,
from a siugle cry*tal, at 277 K at thc Stanford S3mchrotro[ R¡dietion
Luboratory ($t¡tion 7-l) using a MAR 3{l imagc plate detcctor. Dif.
fraction dst¿ wcre proesrcd ulith thc prograr¡ul DBNZO fIfl arid
CCF4 tl8l, The etrücture was solved by molc+utar replÉcrmilt usitrg
CNS [tgl with the protein solvrd by NMR mctlrods ar thc ¡carch
Erodel (PDB crttry lHH$. lnitia¡ cryetállographic rcfncrncnt wa¡ donc
with CN$. Simulstcd arneeling was u¡ad atd each trflncn€nt cyclc
wqs followrd by fining of thc ¡nodel into ¡igma wcightÉd clcctron
dÉisity maps u*iry QUANTA2000 (Molemlar Simul¡tion¡ Inc., Sau
Dicgo, CA). Cros+vrlid¿üon [ilfl wa* cmploycd throughout and tff/o
of thc d¿t+ wc¡r r¡sÉd for the Jt¡* calculation. Thc hitiat BtruÉturc s$d
topologl'filcs of MPD wcrc obtaincd from thc wcbatrc HIGUp [21J.
Solvtnt mol*ulcs wcrc placcd wing thc X-SOLVATE routinc i¡
QUANTAzooo [24,

High-n+olution rcfincmcnt with $HEIJ(9? [23J war rtartcd using
thc modcl from thc CNS rcünancnt. Protcín bond and angfe rcstraints
utcd wcrc of Engh B¡¡d Hubcr [241. Anisotropic qúom &factors wcrc

Neevia docConverter 5.1



I
t
I
t
I
I
o
t
t
t
I
t
t
I
I
t
t
t
I
I
I
I
t
I
I
I
t
t
I
t
I
t

C-A. Rt:1'e*Lope; et al' I Bioth¿mical and Biophysiul Researth Communirutions 314 (2ffi4) Ilj-lj?

introduced in a Éonjugatc Bradicut lcast-squares (CGLS) minimizetion,
in which the data-to.paramctcr reüo was 2.1. Anti-buüÉinE distffces
rcstreints wcrc added to prevcnt non-bouded collisi"ns. fn"Tiñf.**ot
of thc MPD molccrrles was caried out against pare¡netcrs of thÉ
SHEtf,L dictionary [251. W¡rfi this model, rhe .R¡* from rhc isotropic
refincmcnt droppcd by 3.1 percentagc points to 16.01%. A final sicp
was carricd out using a lcast-squar$ cyclc (including all data) mn.
vcrging et .R-factor =0.128 (F > 4o). A s¡¡¡nm¿ry of thc data-collce-
tion and rcfinc¡uent statistir.s is given in Table l.

. Stnuture anulysis and. utmpaünns. Analysis of thc rtcrcochcmistry
of thc modcl was donc usíng rhc program PROCHECK [2óJ. The
molccr¡lar suFcrposition of Hcv b 6.02 w¡th the twó st¡uctu¡cs ob
tained by NMR mcthods was canicd out with thc program ALIGN
[zfl. Thc crystal strucrurcs of Bet v 2 (pDB codc tCeA), Hcv b 8
(lGsI¡, and domain C WGA (9WGA) were obtaitcd from rhc
Protcin Data Bank.

Tablc I
Data collc+tibn a$d rÉfincmcnt statisüc$

Results and discussion
r  J  ¡ i ,  i

Charucterization of Chemically Modffied Heu b 6.02

Hev b ó.0?. Hevein, either modified or not by BNpS-
Skatole, was purifled by reverse-phase HpLC and sub-
mittcd to reduction with DTT ro break its disulfide
bridges; sulfhydryl groups so produced were alkylated
with iodoacstamide. The alkylated forms gave nearly
identical elution volumes on gel filtration, indicating
that the polypeptide chain was not cleaved by treatment
with BPNS-Skatole. MALDI-TOF mass spectrometry
gave for thc modified hevein a mass 40Da larger than
that for the untreated protein. The first flve residues, as
detennined by sequence analysis, were the same for both
proteins, conflrming that the polypeptide chain was not
cleaved by the oxidation treatmeNrt.

In parallel cxperimarts, samples of both hevein forms
were digested with Glu-C after reducrion and alkylation.
With both sampibi two peprides were separatd by re-
verse-phase HPLC. The larger peptide obtained from
hevein had a mass of 3424.7Da, corresponding to the
mass of s€gmcnt l-29 with ite five cysteines alkylated.
As detcrmined by Edman degradation, the N-terminal
residue of this peptide wa$ GIu, which is thc N-terminus
of the whole prot'ein. Thus, Glu-C cleaved the peptide
bond C-terminal of ü luze (see Fie. l). The larger pep*
tide from chemically modified hevein showed a 40-Da
increase in mass (3465.5Da) with respect to the larger
peptide from untreated hevein, and Glu was also its N-
terminus. In contrast, the mass of the smaller peptide
was the samc regardless of which sample it came from.
This mass corresponds to that of segment 30-43 with its
three cysteines alkylated. Tyr was found at the N-ter-
minus of this peptide, confirming the cleavage point of
GIU-C. It is clear, therefore, that changes brought about
by BNPS-ftkatole were re$tricted to thé region where the
two Trp residues are located, whercas segment 30-41,
which comprisee one of the two IgE sequential epitopes
of this protein [28J (see Fig. t), was unaffected. The mass
increasc of 40 Da suggests that both tryptophane were
modified, bccause derivatives with mass differences of
+4 and +20 ¿re known to result from oxidation of
tryptophan residues [29,301. Furthermore, the absorp-
tion spectrum of modifred hevein increased at Z50nm
and de,creased at longer wavelengths with respect to that

(A) DaId rcll¿tti<¡n
Spaca group
Utrit cÉll paramcters (Á)

a - h - t
No. of nrouomcrs ptr asymmetric unit
Resolution range (Á)
No. of obserrations
No. of uniqrrc reflections
Ilo(I)
Completcn*s (7o)
Multiplicity
ftry-'(Yr)

(R) Refmement
fi-factor (7v)
x,hÉg {,/o)
No. of atoms

Protcin
Sotve4t.
MPD

RMS dcr¡isüon from ideal valucs
Bond lcneth (Á)
Bond angle (A)

Rcsidue¡ in Ra¡uachandran plot (Yo)
Most allorrrcd rcgion
Allowed rcgion

Average B-factors (Á2)
-.......P¡otcin .

Watrr
MPD

P2r2r2

3t ,81 ,60 .95 ,22 .51
4
l5-1.5
s'l,t22
7 t  t3
6.7
95.5
4.7
5.0

12.8
14.5

345
39
32

0,01I
0.03

88.2
I  1 .8

17.4
-1J.3
36.7

"R*y* = t0o'r'rlr,(á) - F(r,)ll/.E¡I(É), whcre Ir(á) ir thc ffh mea-
Furcrneqt of the A teflccüon and [(])l is the nvoragc value of thc
rcflectiou intensity.

bR¡* is for l0% of the total rcflections.

4 0302010

Hev b 6.o? ;*h***l ;¿*k¿¿-l
Fseudo-hevein EQCCRQAGGK I,CPNNLCCSQ
Hev b 11 EQCcReAcctr LCFGGLccse
WGA3 TKCGSQAGGK LCPNbIIJCCSO

' : : : 1 " . ' l  . - ' . 1 . . . . 1 ' . ' . 1
WGnEGSTDEÍ CSpüHHcQsH cKD
YGTYCGSSDDY CSPSffiCQSH cfiGGG
YWIqA¡IfPEY CGSGCOSQCD GG\¡
¡TGYCGI¿GSEF CGEGCONGAC STD

Fig. l. scquemce comparison of Hev b 6.02, pscudohevcin, isoform 3 of wGA (domain c), aud class I chitinase {Hcv b I l, hrvcin domain). The lineer
IgE cpitopcs of Hev b 6.02 are shadowcd.
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for the untreated protein, supporting the formation of
oxindole moíeties (results not shown) [6].

Circular dichroíc spectra of Hev b 6.02 and its de-
rivative (not shown) were found to be nearly idcntical
from 250 to 200nm. It has been reported preüously that
hevein exhibits an intens€ positive peak at 221nm [31],
which is also fouqd between 220 and 228nm in specrra
of other srnall, disulfrde-rich proteins [32]. Because this
rather peculiar band is thought to be originarcd from
amide groups f,djacent to disulfide bridgcs [33J, it is
likely that neithcr disulfidc bonds, which are essential
for the global stability in proteins of this type, nor other
structural characteristics of the polypeptide chain
around these bonds were afiected by chemical modifi-
cation of Hcv b 6.02.

ELISA inhibition and dot blot a\ssys

ELISA inhibttion with a serum pool from pediatric
patients ie shown in Fig. ?A. It is clear from these ex-

A , '

fi

lf rt rf
'¡Sofinhibltor

frcudolrwoür;
lr$A

Fie. 2. (A) ELISA inhibitiou assays. Thc avcragc inhibition of IgE
birding to roüd-phase Hcv b 6.02 was d*tlffiincd udng isofonn 2 and
the chrtrically modificd allcrgcn with BPNFskarol€ id $ra from l0
pcdiatrie paticnts. An awragc ot 75% inhibition wse found with iso-
fonn 2 and only 20/" with the chcmically rrodiücd allcrgcn at thc
maximum conocntratiop u¡cd. The inhibition cu¡vc with tlcv b É.02 a¡
thc inhibitor is shorvn for comparison. {B) Spccificiry of thc polyclonal
and monoclonal anti-Hcv b 6.02 alrtibodics in a dot blot a*eay. The
mcmbrane wcrc incubated with the rabbit and mousc IgGs. P¡ot¿inr
u¡cd a¡e indic¡tcd in thc lcft margin of both frgurcc, BSA was uscd ¡s
trcgqtivc control.

periments that no significant inhibition of tgE binding to
solid-phase Hev b 6.02 was observed wirh the modified
allergen; in contrast, the isoform 2 inhibited binding in
75%. These results strongly suggc$t that the two Trp
residues are nec€ssary for the recognition of the molcsule
by IgE. Besidcs, it is evident that subtle differcnces are
important for recognition, brcausc the molecular chf,r-
acterisfics of the isoform 2, which arc currently under
study, are likely to be very similar to those of Hev b 6.02,
as judged from the small 3-Da mass difference bctween
them (unpublished results), Additionally, dot blot assays
were done in an effort to determine if model antibodies
could spccifically recogrize surface epitopes on hevein.
like antigens. Wc prepared a rabbit polyclonal flntibody
as well es a murin€ monoclonal antibody (6E7) raised
against Hev b 6.0? (results not published). Experimcnts
were carried out to tÉst thc reactivity of MAb 687 and
the polyclonal Abs with s€veral lcctins (Hev b 6.0?, iso-
form 2, peeudohevein, and WGA), a profilin (Hev b 8),
and the chitinase (Hev b I l) from NRL, chanicatly
modified Hev b 6.02, and bovins serum albumin ae a
control. The results obtained are shown in Fig. 28. As
can be observed, the MAb raised against Hev b 6.02 only
reactcd with WGA and the chiünase, indicating that
antigerr recognition is not duc to unspecific lectin-car.
bohydratc reactions. It is noteworthy that the sequence
identíty between Hev b 6.02 and pseudohevein is 86%,
whereas the chitinase is 6tr/" and WGA domains are only
abouf 5tr/0 identical to hevein. Indeed, only rcsidues
Trprl, Glure, and ThÉ? ur Hev b 6.02 are conserved (ei-
thcr one or two of them) at equivalent positions in WGA
domains and the chitinase, but not in pscudohevein
(Fig. l). This strongly suggest$, therefore, that these
re$idue$, which ¿re part of Hev b 6.02 linear epitopee nnd
belong to the c¿rbohydrate-binding region, are Éss€ntial
for the interaction of MAb 6E7 with heveinlike do-
mains. This proposal is eupported by the absence of re-
activityof the MAb withchemically modified Hevb ó"02.
Furthermore, the gcneral relÉvance that aromatic and
acidic side chains m¿y have in IgE recognitíon by hevein-
like domainr ie made apparent from a primary.stnrcture
comparison including 60 domains found in proteins that
are recogrrized a$ rillergÉns (IVGA Hev b 6.02, and Hev
b 1l) or potential allergens, belonging to the pathogen-
esis-related family of plant proteins [34]. In 45 cases
(75%), the followíng motif iÉ conserved (hevein num-
trcring; see Fig. l)r CrrXXXrfX CCSXz0grtXrpCGXOX .
AcYCsl, whcre q represénts a.u aromfltic side chain"'l! is;:l
Thr, Ser or Gly, and Ac is, in most cases (8470), either
Glu or Asp. Positions ftarkéd by X are occupied by any
type of residue, those of a polar character being much
more frequent. The remfl.ining 15 sequenccs under con-
sidcration differ from thc mcntioned motif only in that
either Tyfl is substituted by Phe (six casee) or one of thc
aromf,tic residues at positions 2l and 23 is changed for
His, Ser or Gly (nine cases).
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On the other hand, all the proteins whose structure
contain hevein-like domains were recognizea by the
PAbs anti-Hev b 6.02, and even the modified hevein
gave a posiüve reaction. Intercstingly, however, the
PAb also reacted with the profllin Hev b8 (Fig ?B).
The folding pattern exhibited by the profilin molecule
is completely unrelated to, and its sequence shows no
evidence of the typical motif present in the structure of,
hevein-like domains. However, the actin-binding region
in this molccule shares the aromatic and acidic char-
acteristics attributed to antibody-binding sites in he-
vein-like proteins, and could be responsible, therefore,
for the PAb reactivity towards the profilin. Moreover,
the observed cro$s-reactivity among NRL allergens and
those from pollen seed, considered in this work, might
be explained by the similar features of the binding
regions.

Skin prick tests

To assess the relevance thaf the two Trp residues of
Hev b 6.02 may have on defining B cell (conformational)
epitopes, SPT were performed using the native proteín
and the one that had Trpzl and Trpl3 residues chemi-
catly modificd. Hev b 6.02 gave immediate wheal and
flare skin-test respons€s at concentrations as low as
1.0 pg/mt in I of the 50 high-risk volunteers. In contrast,
the chemícally modified allergen induccd no respon$e a[
all, even at a concentration of l0pg/ml. These results
show that Hev b 6.02 can elicit immediate hypersensi-
tivity responses; however, this capacity is abolished by
chemical modification of the Trp residues, thus sug-
gesting that the region responsible for sugar-binding and
formed by sequential opitopcs (Fig. a) forms a confor-
mational epitope when the protÉin folds.

*tr
dr

'{*-

f i
f

+
r

'¡-i'
-,,:;iFrr

Trp2l

Fig, 3. (A) Ovemll rtructurc of Hcv b 6.0?. The figurc was gencratcd s'ith MOLSCRIPT t381, G) $tcrco vicw of thc elcctron dmsity (lF" - El)
*itopooaiog to 'r'e MPDtot mokculc and rcsidl¡ce at h]rdrogeü-bond dist¡trcc. Watcr (W) mÉdiltcd i¡ttr¡ctio¡¡ a¡c elso show[. Thc Eo¡totEE a¡E
drawn at 3.0 o lcvcl ard the hydrogcn bonds art reprcscutcd by brokcn lincs.
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Molecular structure

The refined model is ovoid in shape and contains 43
residues, 39 water molecul€s, and two moleculcs of
MPD in two conformations. Four small regions of
secondary strucfure charflcterize the molecule (Fig. 3A).
The most interesting feature of the structure is the car-
bohydrate-combining eitc, which shows an aromatic
patch (Trp?|, Trpts, and Tyrs) encircled by thc side
chains of Glul, Glnó, 61nil, and Gluze. It was intercsting
to find two molecules of MPD in this region, which are
making hydrogen bonds to different residues: MPDr0l
(O2 MPD-NHHI Trpz') (Fie. 3B) and MFDI02 (üt
MPD-OH Tyrs).On the other hand, the eide chains for
six residues: Gtul, LÉull, Prol3, Sefl Glu?e, and Pro33
were built urinE two conformations.

The overall structurc of Hev b 6.02, at this resolution,
fu very similar to thc solution structurc obtained by
NMR methods [51. A CA superposiiion between this
model and the two models obtained by NMR methods
shows tn rmsd of 0.624 for the model with bound
chitobiosc, and 0.83 Á for thc one with an empty bind-
ing site, while the superposition of rhe two structures
solved by NMR methods shows an rmsd of 1.03Á. An
analysis of thc solvent molecules found in the $tructur€
shows that the sugar-binding site is full with MPD
molecules plus some waters. Thirty-four out of thirty-
uine water molecules were found near polar residues
expo$ed to the solvent and five were buried in the
structgre. Regarding solvent acce$$ibility, the binding-
eite residucs Trp?rand TrpH, as well as neighbor rcsidues
such a$ Glul and Ciluze, share ffi values, as determined
with the [rrogrflm NACCESS (S.J^ Hubbard, J.M.
Thornton, University Collegg London, 1993), and arc
not involved in cryst¿l packing interactions. lndeed, the
solvent accessibility of Trprr is 63% (when its solvent-
accessible surface area is expremed as a percentage of
the accessible area of the side chain in the tripeptide
Gly-Tre$ly in exrcnded conformation [35]), which
makes this r€Éidue one of the most exposcd in Hev b
6.02; Trp residues located at equival€nt positions ir¡
WGA a¡e also highly exposcd (about 67% accessibility).
ln profilins, one Trp aleo displays high accessibiüty
(63%).

Structural comparison of Heu b 6.02 ri'iÍh differcnt
allergens

When we aüdyued stnrcturÉs of other plant ellcrgens
such {$ Bet v 2, Hev b 8, and WGA, wc noticd a similar
motif, which involves fl trrrmber of solvent-accessible
aromatic, polar, and ionizable (mostly acidic) residues
on the surface of the protcin. Fig. 4 shows thcse cxposed
regions on thÉ threc-dimensional structurcs of thc four
proteins. It should bc mcntioned that thrce mquential
epitop€s have been reported for Bet v 2 (reeidues 2-19,

FiE. 4. El€ttfoctatic surfaoc-potcutisl offour allergcnr. Comparisolr of
Hev b 6.0l (A) with thrce plaut allcrgen*: Bct v 2 (B), Hcv b I (C), and
domain C of WGA (D). ln green the uoma.tic rcsidues comprieing
bindinfr cit+s; for Hcv b 6.02 aüd Bet v 2 thesc ¡ctidr¡es are also part of
tlrc linc¡r cpltopcr. Itc prot*in surfacc¿ havc bÉcn produced with
GRASP [39],

2847, and 108-133; [360, flnd two for Hev b 6.02
(residues 13-24 and 29-36; [28]) (Fie. l). For these ¿l-
lergens the highüShted reeidues in g;reen belong to their
linÉar epitop,es, indicating that those areas of thc mo-
lecular surface constitute conformational epitoper. On
account of the strustural rcscrnblances ehown in Fig. 4,
it is possible that the corresponding regions in the other
atlergens may play similar roles as Eup€rficifll epitopüs
Énd yet conform to common determinaflts of allergen-
icity. Thus, although these proteins possese binding sites
widcly varyirig in selectivity (i.e., Hev b 6.02 and WGA
bind carbohydrates, whereas Hev b I and Bet v 2 bind
actin), it is evidcnt that such sitm could potentially
contributc towards their allergenicity-

Very relcently Karisola Ét flI. [34 dcsÉribcd a major
conformational IEE binding site epiüope of Hev b 6.02
u$ing a chimÉra-bf,sed allcrgen epitope mapping stratsgy
and molecular modeling. They sugg€stÉd that its N-
tcrminal and C-terminal r€gioü$ esfisntially determined
its IgE binding f,ctivity. In this study we prcsent evi.
dence eupporting that the central part of the polypcptide
chain is fundamcnt¿l for the sonstitutiotr of a confor*
mf,tionf,l epitope and, tlrereforc, for the intcracüon with
model antibodier. Thie region includes the binding site,
with three aromatic residuer and other residues such as
Glu, Gln, Arp, and Asn exposed to thc solv€nt. There
results support the existence of a main unifying fcature
as a common critical dercrminant of allergenicity in
plant allergc,ns.

The atomic coordinrtcs and structur€ fac{ors (code
tQ9B) havc becn deposited in the Reeearch Collabora-
tory for Structural Bioiuformatics Protein Data Bank.
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Bases inmunológicas y rnoleculares de la alergenicidad

QFB. María ilaÉha Padraea E$calona,* Dra. Adela Rodrlguez Romero**

RESUMEN'

Las alergias mediadas por anticuerpos lgE son con$¡deradas un gfiave problemq de salud en los
pafses industriallzados, debldo f, la capacidad de algunas protefnas nomalmente inocuas (alergenos)
para inducir reacc¡ones alérgicas en pacientes sensibilizados. La comunidad científica realiza
dlver$os estudios inmunológicos y moleculares para determlnar lo$ fundamentos del potencial
alergénlco y de la reactividad cn¡zada de los alergenos, los cuale$ podrlan estar relacionados con las
ctrácteristices intrinsecas de estas moléculas. Como obJetlvos principales se üenen el desarrollar
inmunoterapias apropiadas para evitar e$tao Bnfsrmedades, prédecir dicho potencial en productos y
alimentos nuevos, y establecer las henamientas de diagnósüco adecuades. En este trabajo se
describen algunos estud¡os realizados primodialmente a las regiones inmunodomindntes qu€
interaccionan con los f,nücuofpo$ lgE.

{l 
Palabrae clave: AlergÉnos, alergenicldad, reactividad cruzada; epitopos.

ABSTRACT 4

lgE-madiated allergies are considered a se¿ous problem of heafth in the i¡dustrialized world, due to
the:*paclty of some normally innocuoua proteins (allergens) to indum dfierylc reacflons in sensitized

¡l patients. The scientiftc communlty reallzes several lmmunological and molecular studies to detetrtl,¡ne
It the basis of the atlergen¡c potentiet and tlre spse-reacfivity of the altergens, which coukl be related to
^ tha inldnslc characteñstlcs of ffress molacules, The main goals are to develop appropriate
t immunotherapy to avoid these drbaasos, to predict sudt Wtent¡dt in producb and new foods, and to

6$fdbtisá su¡tahle tools of dlagnosis. ln this woy''r- we describ# several studias peíormad
fundamentally in the regions that intenct with tho lgE antibdies

Key wandt; Alleryens, allergenioity, cross-raadMity, ep¡topes.

INTRODUCCIÓN juvenil. Enfermedades talee eomo rinltiÉ, asmá, dér-
matitis atópica y conjunt¡vitis están condicionades e

Las enfermedades alérgicas representan un grave pro. factores ambientales y a la predisposic¡ón genética de
blema de salud prlbt¡ca, principalmente en los paises cada individuo, manlfestándose como una respuesta
¡ndustriálleados, afectando á cáEi 500 millones de per- exagerada contra Bustenclas normalmentÉ Inoct¡es de-
$ones 6n Él mundo, sobre todo a la población infantil y nomlnedas alergenos. Los alergenos de naturgleza

las reacciones alérgicas.l'2
' Estudiante de Doc{orado en el Posgrado de Ciencias En la estructura molBcular d6 las proteínás Elorgé-

Bismádicas.
* lnvestigadora Titular de üempo coffipleto.

^ proteica son capeces de inducir una respuesta inmu*
t nÉ, Él Intórectuer con anticuei?os lgE presentes en la

I D"p*"--., ;iffll*.fl",TTlti*::'11";:i"1"-i,",:ff;H:T[ll:f
UNhM. glandina y leucotriÉnos entre otros, desencadenando

nices, existen regiones inmunodominÉntes, denomi-
nadas epltopos, las cuales interEccionan con los
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fragmÉntos de unlón el antlgeno (Fab) rte los anti-
cuÉrpo$ lgE. Si €l alergeno fuera una protelna globu-
lar de eproxlmedamente 20 kDa, con un área superfi-
clal de 500 nm?, el Fab cubrirfa sólo entre el 5 al 10%
de esta superf¡cio rl formerse el complejo Inmung
Feb.alergono.s

A nivel Éstructural $6 hán real¡eddo estudios cristalo-
grÉllcoE de algunos complÉJos inmunee Fab-antfgeno,
estableciendo qus son entre 15 a 22 residuoe de aml-
noácidos de ceda molécula los que eetán involucrados
en estf, interacción. De éstos solo de 3 a 5 rsslduos son
los que contribuyen a la energfa de unión (Épftopos
energéticos) f, través de mrlltiples enlgces Gomplemeh-
tarios de tipo no covalente, originadoe porfuerzas elec-
trostáticag, de vEn der Waals e hidrofóbicas, las cuales
gonGrán con$tent63 de asoclación con valoros qué lluc-
trlan entr6 106 a 10sM-r.+7

Dlversos Éstudios Inmunológlcos, utilizando pépti-
dos darlvados d6 le sÉcuonde lineal de algunos álÉ196-
nos, han permlüdo establscÉr la presencia de epltopos
lineales rsconocidos por lgE ds susros de pacientes
sensibillzados. Sin embargo, de manere general, los
re$iduos que conforman un epftopo se 6ncuentran en
la superficie de dichas protefnas, locefluados en dife.
rentes po$iciones de la secuencia lineal, pero muy
cercanos ei le proteine se éncuontra en su forma ple-
gada, rezón por lo cual $e le$ ha denominado como
epÍtopos conformacional€s.3 El conoclmiento de la
estructurÉ tridimenslonel ds los alergenos Egtá rsvÉ-
lando a loe epítopos qonformadonales presentg$ 6n
éstos: no ob'Étante, existe un número llmitádo de di-
chos reportes, entre los gua $e éncuentran, $ólo por
mencionf,r glgunos a Bst v 1, Bet v 3, y Bet v 4 del
abedul, Fhl p 7 del heno, Aln g 4 del aliso, Bra r 1 del
nabo y Der f 2 del ácaro.8'B

A nivel Intemacional ee realizan estudios para de-
terminar Bi estas regionee inmunodominantee en los
elergenos se relacionan con sus-Garacterlst¡cas intrln-
secás. Es declr, si la compleiidad molecular (secuen-
cia de amlnoácidos, dpo de ostructure secundaria, for-
ma de pl6gamiento), In solubllided, la estabilidad, el
tamaño y le actlvlded bloqufmlca de un alergeño pue-
den promover las corldiclone$ Inmunológicas nscesa-
rias para la sensibilización en ol huésped, la interac.
ción con f,nticuerpos lgE y le Inducclón ds ref,cciongs
alérgicas {alergenicidad).t0 Estes lnvestigaciones psr-
mltlrán determlner les caracterfsticas éstructurales e
inmunológicas que le confleren a una protefna las pro*
piedadEe pare $ar coffiidoreda un alergeno. Esto con
elf¡n de desEnollar mátodos clfnicos eftcaces quo p6r-
m¡tf,n controlar los proeesos alérglcoe a través de in-
munoterapia especffica. En esta rovlsión describirE'
mos e$tudios rac¡sntss sobre lae relecioneÉ 6xlst6ntes
entre lgs cgraotgrfÉt¡ces Intrlns6cas dÉ esté t¡po do
protefnas y su capacidad alergénha.

CARACTERISTICA$ INTRINSECAS DE LOS ALER.
GENOS Y SU RELACIÓN CON I.A ALERGENICIDAD

A) Modifi cadones postreduccionales
La mayorla de los elergenos $on protelnas extracelu-
lares, que suelen sufrir modificaclones poÉtraduccio-
nele$, $lendo la principal le gllcosilaclón. Las gllco-
proteinas se forman 6n el rgtlculo endoplásmico,
donde se unsn de menera covalente ollgosacáridos a
los residuos de asparaginas (Nglicanos), de serinas/
treoninas (Oglicanos) o bien de prolinas y lisinas en
lás protelna$ de plantas. E$tes reacclonÉs s6 llevan e
cabo grac¡f,$ á lE ác$¡ón de glicosiltransfÉrasas y de
álgunás glicosidasas. Lat gllcoprotelnae presentan
cambios en la sstebllldad, la eolubllidad, la hldrofobi-
cided y en la cargs sléctrlca, ocasionando que los $i-
tlos glicoEilados seen más vleibles al sistemá inmune
del huésPed.aro

Algunos slsrgenos N'glicoslledoe dE planta$, sltá-
mÉnte Inrnunogénico$, pre$entsn aa¡üares como ma-
nosa, fucoes, xilnsa y N-aceülglucosarnina, en un ordsn
qu€ no 8g enflrentrf, en los glicano8 de mamífero$, es-
tableciendo qu6 6ste onden es preclsamente la clave de
la alergenicidad.rr4s Se ha podido demo$trar para el
caso de alergeno$ de olivo como Ole e 1 y de heno
cor$o Fhl p 1. que después de Eer $ometidos a proce-
sos de deeglicosilaclón, teles como la oxidación con p€-
riodato o ácido trlfluorodtetanosulfúlico (TFMS), ambÉÉ
protÉfnaÉ perdieron sus propiodadee aler$énicas, por lo
que sé pudo deduc¡r qur, en estos casos, los aeúcares
preeentgÉ Éon parte esencial de los epftopo$ rsconocl-
dos por los antlcuerpo$ lgE.to'te' tr

B) Estabilidad de los alergenoe
Los princlpalBs alergenoE son termooEtsblet y mantie-
n6n su eleryenicidad deepués del calentarn¡€nto, mien-
tras que otros son consideradoe Incomplgtos por ser
su$csptibles a FH'$ bs¡o$ y a la acción de enzimas pro-
teolftlcee.rs

En experimentos reallzadoÉ oon elgunoÉ al6rge*
nos rlcos en puenteB dlsulfuro Intramoleculares se
ha determinado lá lmportancia de éstos En ls con-
sgrvsción de la alergEnicidad. Ejemplos de esto se
enóugntran en loe alsrgsnos Der f l, Oer I 2, Lep d 2
(alergenos de áceros def polvo cssero¡,te'tr Sln a 1
(mostaze), Ole e l(olivo),11la aglutlnlna del gérmen:.
de trigort y le lectoglobulina,s'ta en donds al reducir
dichos pusntes o bien eliminÉrlo$ por mutagénes¡$
dirtglda, loe alergenos plerdon su cepacidad de unlón
a lgE's. Eete detrimento sn la alergenicidad se po-
drfa explicar e$encialmenté por la pérdlda de la con-
formaclón origlnal del alergeno y por lo tento de lo$
epltopos conformaclonals8; o bien, a una rflsnor es*
tabllldad de los ml$mos, siendo más susceptlbles a
la dlgestión enzimát¡ce,
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G) Similitud con proteinas endógenas
Los alergenos más potente$ son aquellos que pre$enüan
las mayores diferencias a las proteina$ endógenas del
hospedero, puesto qu6 aquellas que presentan gran $i'
m¡lifud moléculer están involucradas en mecenlsmo$ de
tolerancia. Sin embargo, rec¡entemente $e ha comproba-
do que el débil estfmulo de las protelnas de e$hJcturas
relacionades favorece le respuesta de células THZ, las
cuale$ a trevés de la producción de citocinas especlfi-
cas, astimulan le formación de anticuerpos lgE en lás
células 8.2'10 Un ejemplo lo encontramo$ en la$ lipocali-
nas exógenas, las cuales tienen una alta similitud con
las endógenas y géneran alergia.zl.E Por otra párte, $e
ha dsscrito que las albúminas alergénicas del gato y el
p6tTo pressnten una alta similitud entre ellas, pero no
con las albúmina$ del húmano, lo cual puede indicar
que los epftopos de uníón a lgE de e$tos alergenos son
las áreas no homólogas enke estds molécula$.¡

D) Enzimas
Los alergeno$ con capacidad enzimática presentan en
su mayorle actividád de proteasas y nucleasas.to Un
elemplo, es el alergeno del ácaro de polvo casero Der p
I, el oral tiene actiüdad de cistein-proteasa lo que ayu-
da a incrementar su permeabilidad en el epitelio bron-
quial, facilitando asf su propio procesamiento. Este eler-
geno es ádemás capaz de coftar a CD23 (receptor de
baja afinidad para lgE's, el cual regula la slntesis de es-
tas inmunoglobulinas), y a CD25 (la eubunidad a del re-
ceptor para interleucina-2), ocasionando un desequill-
brio en la respuestra inmune, asi como un aumeflto efl le
producción de lgE's.tg Las proteasas del ácaro y la fos-
folipasa { (Rdncipal alergeno delveneno de abeia) oca-
sionan la producción de citocinas pro-inflamatorlas el
eÉtimular directamente a célulaE epitelialee bronquiales,
ma$tocitos y basófilos, aumsntando su respuesta alér-
gica.lo Phl p 5 (alergeno del polen del heno), B$ uflf, flu*
cleasa, que puede reduc¡r su efecto elérgico en pre$en-
c¡a de Inhlbidores de RNAsa, no porque pierda su
activldad corno enzima, sino porque al parecer el inhibi-
dor al unirse a la protelna bloquea los epitopos que son
reconocldos por lgE's.ro'rs

Existsn alergonos que üenen la estructura de enzima,
pero en estado inactivo, como en el caso de Bla g 2 (de
cucaracha alemana), la cual e$ una aspártico-proteasa' ,,que Induce la producción de lgE a nlvelés más eltos que

' Der p 1, indicándono$ que po$iblemente sean más im-
portantes las estructuras presentes en esüas enzimes y
no €u funclón, lo que ocá$ione la ateigenicldad.lo

E) Alergenos qué unen calclo
Algunos alergenos encontrados en plantas y anlmeles
unen y fensporten Caz*. Estos prosentan de 2 a I do-
minios denominados EF-hands o plogemlentos tipo cal-
modulina, los cuales interactúan con diferentes ligandos

Vol. 13, l{rlm. I . Enaro-Abril 2004

dependientes de calcio.23 Dentro de esta catagoríe Ée
ha identificado a la parvalbtimlna, el principal f,lergeno
delpescado, e Phlp 7 del heno, a Aln g 4 del allso, a
Bet v 3 del abedul, a Ole e 3 y Ole e I del olivo, a Cyn d
7 del pasto bermuda, á Bra r 1 del orujo, entre otros.?1

En estudios realieados ttn Bet v 3, el cual presenta
3 sltlos de unión e Ce2*, se propuso que un alergeno
puede asumir de manert róversible diferentes confor-
mac¡ones, exponiendo epítopos veriables que ocá$lo-
nan interacciones diferentes con lgE de suero de pa*
cientes. Esto se observó debido a qua cuando el
alergeno e$tá unido al Cafrpresenta una conformación
abierta, haciendo que los residuos oxpuestos en le su-
perftcie sean acce$ibles a los anticuÉrpos; mlentrár que
cuando el algJgeno está libre de calcio, éstÉ pressnta
une Gonfoilnác{ün cenade que impide la interacción con
estas ¡nmunoglobulinas.?6

F ) Alergenos trensportedor€s
En este cetegorla se encuentran las lipocalinas, proteí-
nas altamente solubles que transportan retinol, estersi-
des, lípidos y f6romones.2r Los principales alergenos de
este grupo están prosentos en animales domésticos co-
munes de las cludades induetrializadas y en animales
de granja; destacando como aeroalérgénos Can f 1 y
Cen f 2 (peno), Mus m I (ratón), Rát n I (rata), Equ c I
y Equ r 2 {caballo) y Bos d 2 (vaca}, asl como loe aler-
gÉnos 6ncontrados 6n al¡mento$ como Bla g 4 (cucara*
cha) y Boe d 5 (beta-lactoglobulina de leche de vaca).??
Este último, presenta seis regiones de unión a lgEls de ..
suero de pecientes sen$ibilizadoe, destacando una sÉ-
cuenc¡a altamente conservada en las lipocállnas rica en
ácfdo aspárticp..z'rr¿B

G) Alergeno$ que unen actina
Las profilinas son protelnas de unión e ectlne, eunquo
temblén interactrlen con cadenas de poli L-prolina y con
algunos fosfolfpidos. Se ha encontrado que las áreas
$uperflcleles qu6 contienen los epftopos de unión a lgE
de este tipo de alergenos, son le$ ml$mas qu6 Int6rac'
trlan con actine, indicando que las áreas expuestas a la
superf¡cie, que muestran efinidad por l¡gandos natura-
les, son tÉmblén reconoddas por las regiones variables
de estos ant¡cuerpos.F

H) Lectinas
Algunos alergenos interaccionan con cÉrbohldretos.
Ejemplos de esto, lo encontamos €n los elorgÉnos más
importentes del látex del árboldel hule Hevea brasilien-
srs, tales como Hev b 8.01, Hev b 6.02 y Hev b 11, loe
cuales ungn oligosacárldos de N-acetilglucosamina,
grac¡as a un dominio de hewfna. También s6 he d6scri-
to 6st6 tipo d6 dominios en otras plantag, dgstacando
Psrs a { {eguacete), y elgunos otro$ pfe$entes en el
plátano, kiwi, y castañe, lo flal podrfa explicar el hecho
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de que aquellas peflsonas sÉnsible$ á látex lo son tam-
bién a estas ftr¡tas.27

ESTRUCTURA DE ALERGENOS

En los últimos año$ se han reeuelto varias estructura$
cristalográlloa$ de alergenos, la$ cueles han servido
para los primeros anállsig comparativos ent¡e ello$. En
1998, Rouvinen y cul. realizan un anáfisis de las prime-
rgs ocho e$tructuras de alergenos roportada$ en el
PDB (Protein Data Bank), estableciendo que é$tas tie-
nen en comrln s6r ffiféricf,s y ellptlcas.¡0 Aalberse y col.
sn el'2000, Íeel¡zan una claelficación de alÉrgonos en
base e los plegamientos d6 €$tructura reanndarla pre-
dornlnantes 6n 40 de ástos (utl¡zendo ld bes6 de datos
SCOP), proponiondo uña rubdivisión en cuatro fEmllieÉ
ostructurale$ defrnidae: aquellos alargenos con plega-
miento tipo hebras f antiparalelas, tipo hélicss c, tipo
hüjas É antiparalelas asociadas Intimamente a una o
máe hélices rr y aquéllos üpo hoias /B y hélices d poco
esocleda$.¡ A conünuación mosbaremos un ejemplo de
cada une de las farnilias ogtücturglés:

f ) Hébra$ beta antiparalefas
Como ejemplo, mencionaromos al prlnclpal alergeno
del ácaro americano, Derf 2. Este tlene un plegamiento
thico de Inmunoglobulina, presentando dos hojas f, la
primera d6 tr6s hebrasp y la segunda ds euetro. Como
$s menc¡onó antÉriotménts, Este Slergeno neceeita eg*
tár en Bu confomación naüva, dada por sus tres puen.
tes ditulfuro, para poder interaccionar con lgE's. $e ha
sugerido que loe reeiduos involucrados en esta interác-
clón son en $u meyorfa r6siduos cargados como lislna y
elácido espáillco, eromáticos como la fenilalanina y el-
gunas cistelnes.re

2) Hélicee a
Phf p 7, considerado El prino¡pal alergeno de polen del
heno, el cual une y tran$porta Cf,e', e$ un dlmsro quÉ
presenta motivos estructurales hélice a- asa- hélice a.
La capacidad de reconocimiento por parte de los anti-
flerpo8 loE hacia eBteüpo de alergenoe deFende de la
preséncia de ionee cálcio unidos a estas protelnas. Re-
slduos tales como e$pádlcos. e$pÉrÉginas y glutámicos
f,ltemontg conggrwdos, qus confqrmsn el asd, Éstán In-
volucredos en la cootdinadón de ei¡tos iones. Proteínas
rBcomblnantd$ cer€ntes de estoe rssiduo8 pierdBn en
su totalldad la capaclderl de unión a lgE.s

3) H{asp anüparelelas asociadas intimamente con una
o más hélices ¿.
El fimer alerg€no d€l fl¡dl $e obtuvo lá Éstructura cd$-
talográllce acoplada al Fab de un antiglefpo monoclo-
nal murino fue Bet v I, el principal alérgeno del abedul,
$u estructura terE¡aria prcsenta siete ho¡as beta antipa-

ralelas quo envuelven a una hélice alfa anfipátlca de
cerca d6 25 reslduos y a dos héllcee pequeñas. El
epltopo conformác¡onel onconhado está formado por 17
rosiduos, doce de los cuales están locellzedo$ €n un
esa Bñtre dos hojes f. En eete epltopo d€stacan cuatro
glic¡nes, dos asparagines, dos ácidos glutámlcos y dos
isoleucinas, rÉs¡duos qu6 lnterecclonen con el Fab a
través de puentes de hiddgeno g lnterEccioneg de van
der Waals.st

4) HoiasB y hélices a pooo asociadas
La lisozima de huevo blanco de gallina es otre molé(il|á
ampllsmÉnts e$tudlrdá como el€rgeno prgsÉntá d6nt¡o
d6 su estructure héllces d esoc¡edes por larges a$as á
hojes p. Se ha observado que los reslduos de la parte
emlno y carboxilo-terminal, conespondlonte$ g la $u*
perficiÉ de una reg¡ón epoler én 6Éüe moléflJla, fonnan
Él Épltopo rsconocldo por un entlcuorpo monoclonal
anti-lieozima.s¡?

No contemplada en eeta elagilfcaclón se enbuentran
las protefnas alergénicas pequefias, taleg como Hev b
6.02, uno de loe principales alergenos dellátex de hule
naturel. ReciÉnt6mente, nuestro grupo de trabalo, des.
cribió un epltopo conformac¡orial de esta molécule, Én
donde la presencla de aminoácldo$ aromátlcos, taleE
como triptófanü y tlroslna, asf como alguno$ re$lduo$
polares son relÉvanles en le lnlsrscc¡rln con lgE'E de
suero de paclentes y con lgc'g monoclonales murinos
f,nti-Hev b 6.0?"33

Esta claslflcación muestra que no existen c€racterfs-
ticas estructuraleE deftnldas que dsterminen gl una pro-
teina pueda o no $er alergénice. No obstante podemos
sefialar la importancia de algunos re$lduo$ esenciale$
en la interácción con sus anticu6rpos, donde sobresa-
len los amlnoác¡dos flromátlcos y los polar€s.

REACTIVIDAD CRUZADA

Dos alergenos presentan reactlvidad cruzade sólo si
comparten carect6rlsticas sstrudurelss, qug heoEn que
sean rrconocidos por antl6u6rpos lgE de $uoros de pe-
ciente$ contre slguna de estas dos protefnas. Ee Intere-
$Énte mencionar quB todo$ los alergenos quB preserF
ten rÉácclón cruuade üenen un plegamlento slmllar, en
la mayorfa de los casos, con más del 70% de identidad
en la secuencia de aminoácidos; mientras que aquéllos
con plegamlsnto slmllar no necesarlemente pueden
mostrer réáct¡vidad cf uzade.s

Mediante experimentoe de EU$A comp€tltiva 6 in-
munoblots, utilizando a alerggnos de diferentee espe-
cies de plentes no reladonadas que contienefl domlnios
EF-hand de unión a Csz*, $É Ésteb'l6c¡ó que Éólo sque-
llos que contabEn con 6l rnlsfno número de dominiot,
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pre$entaban una inhibición del 100%, estableciendo la
mayor r6ectlvidad cruzada.?3

En otro estudio se comparó a dos alergenosde'la
misma especie que unen calcio, Ole e 3 y Ole e 8 (del
olivo), observando que cada uno presente epltopos
especlf¡cos de unión a lgE, por lo que los dominios es-
tructurales EF-hands de estos alergenos no son los
epftopüs responsables de la reactividad cruzada, indl-
cando que ésfos se encuentran en sitios menos con-
seryados,2a

Finalmente, la reactividad cruzada entre algunos aler-
genos glico$ilados dÉ diferentes especies de plantas, de-
pende en cierto grado de los carbohidratos iresentes en
la superficle de sstes protelnas, denominados carbohi-
dratos determinantés da la reactividad cruzada (CCO¡,
aunque por sf $olos éstos #n clínicamente irrelevantes y
con baja afinidad pafti un entrecru¿amfento efectivo.lr'rg

coNcLUStoNes

De acuerdo e lo anteriormente expuesto y consideredo
dentro de los mecanismos que siguen algune$ protel-
na$ para la inducción de alergia, son importantes la ruta
de exposlción, las cárectorfsticas flsicae, le actividád
biológica y la estructurá de las mismas, que en conjun-
to hacen más factlble su ontrada al organi$mo, su pro-
cesamiento y sobre todo la po$ibilided de intefactuar
con anticuerpos lgÉ's. Los ejemplos mostrado$ en esta
revisión, establecen gue los elergeno$ son protelnas
heterogéneas; sin 6mbergg, dF manefa general, si $us
caracterfsticas intrfnsÉces no son prÉservedas; la capa*
cidad pera intsractuar con las lgE's se reduce.

Es evldente qu€ todavía se requiere más informa-
ción 6n este aspecto, tanto identificar las caracterfsti-
ces de aquellos antfgenos que son capaces de inducir
una respuesta inmune sin llegar a ser alergénicos,
como estf,blecdr los mecsnismos Inespacíficos de los
alergenos para el desarrollo de la atergia. El conoci-
miento de las áreas y los reslduos de alergenos involu-
crados Én ls interácción con los anticuerpos lgE, asl
como 6l tipo de lnteracciones presentes, permitirán lle-
var á cabo el diseño de lnmunotereplas especfficas"
Éstas podrán utilizer protelnes recomb¡nantes y der¡-
vados hipoalergénicos, qus pr6s6nten Él plegamiÉnto
orlg¡nel con modificaciones en dicho$ residuos, lo que
permitirá evitar el desanoflo de las reacciones alérgi-
cás, logrando en un futuro rercano la vacunación pro-
filáctica en contra de la alergia.
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