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Unidn de Der p 2, alergeno mayor

de Dermatophagoides pteronyssinus expresado
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RESUMEN. Las reacciones alérgicas a los dcaros del polvo del género
Dermatophagoides desempenan un papel importante en la patogénesis de las en-
fermedades alérgicas. D. pteronyssinus ha side identificado en Cuba, como una
de las especies de mayor prevalencia de sensibilizacién entre los pacientes
alérgicos. Esta reconocido que los acaros de este género presentan dos grupos
fundamentales de alergenos mayores: el grupo 1 (Derp 1, Der 1, Derm 1, Ders 1,
etc.) con pese molecular de 25 kD y el grupo 2 (Der p 2, Der £ 2, Der s 2, ete) con
peso molecular de 15 kKD. En el caso de D). pteronyssinus, Der p 1 y Der p 2 son
reconocidos por alrededor del 85 y el 890 %, respectivamente de la poblacién alérgica
a esta especie. El empieo de alergenos recombinantes para el diagnéstico in vitro
(IgE especifica) es una aplicacién incipiente y promisoria El objetivo de este tra-
bajo consistié en demostrar el reconocimiente de la proteina recombinante fusio-
nada rDer p 2 por la IgE especifica de pacientes cubanos en diferentes ensayos in
vitro. El 86 % de los sueros de pacientes alérgicos a D. pteronyssinus reconocieron
ala proteina recombinante en Western-Blotting. La rDer p 2 inhibié la unién de la
1gE ala proteina Der p 2 del extracto natural, indicando una identidad inmunolé-
glca entre ambas moléculas. La actividad alergénica fue también comprobada en
ensaycs ELISA empleando placas de poliestireno. En ¢l ensayo ELISA directo se
demostré que para el amortiguador PBS se obtienen las mayores sefiales de ab-
sorbaneia, mientras que no se observan senales por encima del fondo en el control
negativo, ademas, se comprobé en un ensayo ELISA de inhibicién que el rDerp 2
conserva la mayor parte de la actividad alergénica de su analogo natural alcan-
zando hasta un 80 % de inhibicién de la unién IgE-Der p 2 nativo.

ABSTRACT. Allergic reactions to house dust mite of the genus Dermatophagoides
plays an important role in the pathogenesis of allergic diseases. D. pteronyssinus has
been identified as one of the mite species with the highest prevalence of sensitization
in Cuban allergic patients. It is demonstrated that the mites of this genus present two
fundamental groups of major allergens : the group 1 (Derp 1, Derf1,Derm 1, Ders 1,
etc.)with molecular weight of 25 kD and the group 2 (Der p 2, Der £ 2, Der s 2, ete.) with
molecular weight of 15 kD .In the case of D. pteronyssinus, Der p 1 and Der p 2 are
recognized for around 85 and 90 %, with regards to the population allergic to this spe-
cies. The uses of recombinant ailergens for the IgE based on in vitro diagnosis is
promising and incipient application. The present work was carried out with the objec-
tive to demonstrate the IgE binding properties of the recombinant fusion protein rDer
p 2 using sera from Cuban patients in different in vitro assays. Eighty six percent of
the allergic patient’s sera recognized the recombinant protein in Western-Blotting.
IgEbinding to natural Der p 2 was inhibited by recombinant fusion protein rDerp 2,
showing the immuneclogical identity of both molecules, The allergenic activity was
also verified in ELISA assays, using polystyrene plates. In the direct ELISA it was
demonstrated that the PBS buffer had the highest signals of D.O., however, the sig-
nals of negative controi was equal to the background, and the recombinant allergen
proved toretain most of the allergenic activity of the native molecule, reaching an 80 %
inhibition value of the Igk-native Der p 2 binding in ELISA.

INTRODUCCION

Esta reconocido que los acaros
del género Dermatophagoides (D.
pteronyssinus, D. faringe, D. siboney,
D, microceras) presentan dos grupos
fundamentales de alergenos mayo-
res: el grupo 1 (Der p 1, Der £ 1, Der
m 1, Der s 1, etc.) con peso molecu-
lar de 25 kD y el grupo 2 (Der p 2,
Der f 2, Der s 2, ete)) con peso mole-
cular de 15 kD.'? Las proteinas del
grupo 1 son muy similares a la
papaina y presentan actividad de
proteasas de cisteinas. Ellas fuercn
clonadas por primera vez por
Thomas y col.*(Der p 1) y Dillworth
y col.5(Der f 1) y presentan una
homologia de la secuencia aminoaci-
dica del 77,5 %.*¢ Las proteinas del
segundo grupo fueron clonadas por
primera vez por Trudinger, Chua y
Thomas (Der p 2) y Yuuki y col. (Der
f2) en 1990, presentando una mayor
conservacién de su secuencia de
ADN y aminoacidica, con un 86 % de
homologia.”® De acuerdo con estu-
dics recientes, se ha determinado
que las moléculas del segundo gru-
po son proteinas de dominio tnico
v plegado del tipo de las inmunoglo-
bulinas, las cuales presentan alguna
homeologia estructural con dos domi-
nios de la transglutaminasa huma-
na. Se ha comprobado ademaés que
tienen actividad deunién a la super-
ficie de las bacterias, por loquese le
adjudica alguna funcién dentro del
sistema de defensa de los icaros.!

Existen ademés otros alergenos
de Dermatophagoides caracterizados
(Grupo 3, 30 kD; Grupo 4, 60 kD,
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Grupe 3, 14 kD),}* pero cuya impor-
tancia en cuanto a frecuencia e in-
tensidad de reconocimiento por los
pacientes es menor con respecto a
los dos alergenos descritos anterior-
mente.

En el caso de D. pteronyssinus,
Der p 1 ¥y Der p 2 son reconocidos
por alrededor del 85 ai 90 %, respec-
tivamente de la poblacién alérgica a
esta especie de dcarc. UUna mezclade
ambos alergenos mayores resultaria
en la deteccidén de mas del 95 % de
los pacientes sensibles.

Desde el punto de vista de reque-
rimientos técnicos, el diagnostico in
vitro empleande métodos inmuno-
enzimaticos, es quizas la aplicacién
maéas inmediata de los alergenos re-
combinantes. Existe yaun producto
de este tipo (Aspergillus fumigatus,
rAsp f 1/a, Pharmacia).’!? En este
caso, se requiere que los alergenos
clonados sean reconocidos por la
gran maycria de los sueros de pa-
cientes reactivos al extracto naturati,
el cual, como es conocido, compren-
de varios componentes.it?

El rDer p 2, clonado en E. coli
como proteina de fusidén con
glutation-S-transferasa de Schisto-
soma japonicum (GST), mostrd un
elevado grado de actividad alergéni-
cain vitro ¥y una gran correlacién con
el extracto alergénico natural de D.
pteronyssinus en pruebas cutdneas
en pacientes sensibles.’*!* Por otra
parte, se ha comprobado que los
epitopes B en esta molécula son muy
conformacionales, ya que incluso
" fragmentos grandes no retienen par-
tes significativas dela alergenicidad
de la molécula completa.!®17

Es necesario caracterizar la acti-
vidad de la proteina recombinante
en cuanteo a unidn de IgE de diferen-
tes pacientes.’® Es conocido que la
respuesta IgE es muy heterogénea
en la poblacién no sélo en cuanto a
titulos, sino también, en cuanto al
numero de moléculas reconocidas de
una fuente alergénica dada, asi como
en cuanto al reconocimiento de
epitopes dentro de una misma mo-
lécula. Esta heterogeneidad puede
estar alterada por factores genéticos
vy ambientales.??

En Cuba, se ha comprobado una
elevada prevalencia en la poblacién
de la sensibilizacién a dcaros de] gé-
nero Dermatophagoides, que en par-
ticular para D. pteronyssinus y D.
siboney alcanza el 76 % de los
asmaticos.'®

El objetivo de este trabajo consis-
ti6 en determinar la posible reten-
cidn de la actividad alergénicade la
proteina recombinante fusionada

rDer p 2, obtenida en el Dpto. Alerge-
nos de BIOCEN con respecto a su
analogo nativo en varios métodos in
vitro, usando sueros de pacientes
alérgicos cubanos.

MATERIALES Y METODOS
Sueros

Fueron empleados sueros indivi-
duales extrafidos de 14 pacientes
alérgicos sensibles a la especie del
Acaro domeéstico Dermatophagoides
pteronyssinus (Dp), los cuales fueron
seleccionados teniendo en cuenta su
historia clinica y los resultados po-
sitivos en la Pueba por Puncién Cu-
tinea. El pool de sueros empleado
fue obtenido a partir de la mezcla de
oiros cinco representativos.

Extracto alergénico

El extracto estandarizado utiliza-
do en los ensayos fue ohtenido a par-
tir del cultivo completo del dcaro Dp.
{Departamento de Alergenos del
Centro Nacional de Biopreparados
(BIOCEN}, Cubal.

Preparacion del lisado de bacterias

Se usaron colonias de E. coli
transformadas {(Dptoc. Alergenos,
BIOCEN) con el vector pGEX-1
(Pharmacia-Biotech, Uppsala, Sue-
cia),!? al cual se le insert6 el gen de
Der p 2 en su sitio de multiclonaje.
Las colonias que expresaban la pro-
teina fusionada fueron selecciona-
das por el método de expresién en
placas segin Maniatis et al.’* El
lisado de bacterias a partir de las co-
lonias positivas fue obtenido segin
Chua et al.*

Cromatografia de afinidad

El lisado se aplicé a una colum-
na de Glutation Sepharose 4B
(Pharmacia-Biotech, Uppsala, Sue-
cia), previamente equilibrada con
PBS-Triton X100 1 % (Sigma, St.
Louis, Mo., USA). Se lavd la colum-
na con PBS y la elucidén se realizod
con 10 mmol/L de glutatién reduci-
do en 50 mmol/L Tris-HCL pH 8,0
(Sigma, St. Louis, Mo., USA).

Eleetroforesis en gel de poliacrila-
mida en presencia de SDS (SDS-
PAGE)

Serealiz6é SDS-PAGE 12 % segiin
la técnica de Leermmli® La tincién
se realizé con Azul de Comassie 250
(Sigma, St. Louis, Mo., USA).

Determinacién del contenido de
proteinas totales

El contenido de proteinas totales
se determiné por el método de

Lowry®

Western Blotting IgE

Se realizé un Western Blotting,
se transfiri6 ala membrana de nitro-
celulosa de 0,45 um la proteina re-
combinante rDer p 2. Se corté en va-
rias tiras dicha membrana y se incu-
baron las tiras con el pool y 14 sue-
ros de pacientes alérgicosadeDpy
un suerc de paciente no alérgico
como control negativo. Como anti-
cuerpo secundario se utilizé un anti
Ig¥ monoclenal conjugado con pe-
roxidasa(Dpto. Alergenos, BIOCEN,
Cuba).

ELISA IgE directo

Se recubrid una placa de polies-
tirenc (Marxisorp, NUNC, Paris,
Francia) con la proteina recombinan-
te rDer p 2 purificada diluida en va-
rias discluciones reguladoras. Se in-
cubd con el pool de suero de pacien-
tes alérgicos y se reveld con el mis-
mo conjugado usadoe en el Western
Blotting. La proteina se reconstituyé
en los reguladores carbonato-
hidrégenocarbonato, PBS, agua des-
tilada y citrato. Se aplicd a ias con-
centracionesde 5; 1; 0,0 ¥ 0,25 ugen
100 uL . Para cada reguiador se reali-
z6 el ensayo sin suero a las mismas
concentraciones y con el mismeo con-
jugado.

Western Blotfing de Inhibicion de
IgE

El Western Bilotting de inhibicion
se realizé segun Ferrandiz et ql.®
Brevemente; Ia proteina purificada
se aplicé en la electroforesis y se
transfirié a una membrana de nitro-
celulosa de 0,45 um . Se usé el ex-
tracto de Dp a diferentes concentra-
ciones (45,4; 15,1; 5,04; 1,68; 0,56 y
0,18 ug/ml) de proteinas totales para
inhibir el pool de suero IgE. El reve-
lado serealizé con el conjugado em-
pleado en el Western Blotting.

ELISA de Inhibicién de IgE

Una placa de poliestireno (Marxi-
sorp, NUNC, Paris, Francia) fue
recubierta con 0,2 ug/pozo de anti-
cuerpo monoclonal 1D8 anti Derp 2
(Indoor, UK). La placa recubierta se
incubd con extracto de Dp a razdn
de 1 pug de Der p 2/pozo. Posterior-
mente, se aplicé la mezcla de inhibi-
cién (1:1) del poo!l de suero {1:20) y
diluciones seriadas de la proieina
recombinante purificada (se partié
de 6650 ngderDerp 2y sehicieron
diluciones base 3 hasta 0,038 ng).*
Se aplicd adernas, la misma mezcla,
pero sustituyendo el recombinante
por el extracto natural (se parti6 de
400 ng de Der p 2 natural y se hicie-
ron diluciones base 3 hasta 0,002 ng).
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La deteccidn de los anticuerpos Igk
unidos a la molécula presentada fue
realizada con el conjugado emplea-
do en el Western Blotting.

RESULTADOS
Reaccidn de rDer p 2 con sueros de
pacientes alérgicos

La proteina recombinante fusio-
nada rDer p 2 purificada mostré una
pureza del 95 % y un peso molecular
de ~ 40 kD, del cual 26 kD lo aporta
la GST y 14 kD la proteina Der p 2.
La alergenicidad de la proteina de
fusién rDer p 2, se evalud en Western
Blotting (Fig.1), usando 14 suerosin-
dividuales de pacientes alérgicos y
urn pool de sueros, ademaés se empled
un suero control negativo. La banda
observada en las tiras de la1ala 15
(excepto 11y 15) ¥ a la altura de los
41 kDindicala capacidad deunir IgE
sérica especificaalaespecie Dpdela
mayor parte de los pacientes (86 %).
En Iz tira 16 (Control Negativo), se-
gun lo esperado, no aparece ningu-
na sefal.

El ensayo ELISA directo demos-
tréd que (Fig. 2) para el regulador PBS
ge obtienen las mayores sefiales de
absorbancia, mientras que no se ob-
gervan sefiales por encima del fon-
do en el control negativo.

Inhibicién de la IgE

En la prueba Western Blotting de
Inhibicion de la unién IgE al re-
combinante con el extracto natural
(Fig. 3), se pudo apreciar (tira 1), la
ocurrencia de una inhibicidn casi
total a elevadas concentraciones de
protefnas del extracto (14 ug/mlL}.
Esta inhibicién fue decayendo a
medida que disminuye la concentra-
cidn del extracto, lo que era de espe-
rar. En las tiras 5 y 6 priacticamente
no hubo inhibicién. En la tira 7 el
control positivo (su:ero no inhibido)
se obhservd muy bien definido, y en
la tira 8 (control negativo) no se ob-
servé sefial alguna segan lo espera-
do.

Por otra parte, la inhibicién dela
unién Der p 2 natural-IgE conla pro-
teina recombinante rDer p 2 se veri-
ficé en un ELISA de inhibicién (Fig.
4). En este ensayo se fijé ala placa el
Der p 2 natural a partir del extracto
alergénico, empleando como inmu-
noaksorbente un anticuerpo mono-
clonal anti Der p 2. Segun se apre-
cid, ambos, el rDer p 2 y el Der p 2
nativo, lograron inhibir la unién Der
p 2-1gE. El Der p 2 nativo logrd una
inhibicién total thasta 100 %), mientras
que el rDer p 2 alcanzdé un valor
maximo del 80 %. Sin embargo, para
lograr esta inhibicién, se requiri6

ann e s g s i

ER—

A b 5
[ ————yY
T TR

94.000
§7.000 -

=
pe
:
3

43.000 i i B il et S R S i p——.

30.000

20,100 =

14.400 ¢ 4

P 123456 7 89 1011 12 1314 1516
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alrededor de 1 000 veces mas protei-
na recombinante que la nativa. La
forma de ambas curvas es compleja,
de tipo escalonada. La distancia ho-
rizontal entre ellas (potencia relati-
va) no es constante: para la parte in-
ferior es de alrededor de un orden
mientras que parala superior alcan-
za tres O6rdenes.

DISCUSION

Lz expresion de Der p 2 fusiona-
do con GST, usando el vector pGEX
~1 ha sido reportada por K.Y. Chua
et al.¥ En este trabajo, al igual que
en el anteriormente referido, la pro-
teina fusionada mostré unaelevada
actividad alergénica {(unién de anti-
cuerpos IgE), no obstante, en dicho
articulo se reporta que algunos sue-
ros de pacientes infantiles rindieron
resultados no concordantes (positi-
vos a la proteina nativa, pero negati-
vos a la recombinante). Otros auto-
res,”? han detectado que el patrén
de respuesta IgE hacia Dermato-
phagoides comienza a temprana
edad con el desarrollo de anticuer-
pos hacia los ajergenos mayores Der
p 1y Derp 2y que solamente a ma-
vor edad, éste se amplia hacia otros
alergenos de este dcaro. Se ha espe-
culado ademas que lo mismo seria
también valido para el patrén de re-
conocimiento de epitopes dentro de
una misma molécula; o sea que los
pacientes con una sensibilizacidn
temprana reccnceen también un es-
pectro mas estrecho de epitopes.?™#
De modo que la actividad alergéni-
ca de la molécula recombinante en
este tipo de pacientes reviste un es-
pecial interés para el disefio de un
sistemna de diagnoéstico eficaz, por
IgE especifica, basado en dicha mo-
lécula.

En Cuba, se conoce que la res-
puesta hacia los acaros Dermatopha-
goides esta dirigida fundamental-
mente haciael grupe 1y 2, observan-
dose un mencr nurnero de bandas,
er: comparacion con los estudios rea-
lizados en climas templados, asi
corno menores niveles de IgE espe-
cifica a los dcaros.*# O sea, el patrén
de respuesta cubano se acerca al de
una sensibilizacién temprana. La
causa de esa diferencia no esta cla-
ra, pero pudiera radicar tanto en fac-
tores genéticos como en un menor
nivel de exposicidn en el medio cu-
bano. De esa forma, la cuestién de la
conservacidn de la actividad alergé-
nica de la proteina recombinante
podria ser influida también por fac-
tores locales, puesto que podrian
afectarse selectivamente diferentes
epitopes, con diferentes prevalen-
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Fig. 4. Curvas de inhibicién de IgE humana-Der p 2 natural.

La inhibicidn (I, %) se calcula segiin la relacidn: I = (CP - A}(CP - CN), donde:
CP: control positivo, A: absorbancia a 450 nm, CN: control negativo.? Los intervalos
de confianza fueron calculados al 95 %, no obstante, no se observan por ser muy pe-

quenins.

cias de anticuerpos [gE en distintas
poblaciones.

Los resultados del ensayo de in-
hibicién (valor maximo del 80 %) su-
gieren que la proteina recombinan-
te retiene la mayor parte de los
epitopes de la natural, 1o cual con-
cuerda con ensayos similares efec-
tuados sobre otra fase gélida: nitro-
celulosa.’® Sin embargo, un anilisis
cuantitativo de las curvas de dosis-
respuesta obligaria a concluir que la
actividad alergénica del recombi-
nante esde 10-1 000 veces menor. La
formairregular de ambas curvas su-
giere la presencia de anticuerpos con
diferentes afinidades o dirigidos a
epitopes diferentes, lo cual explica-
ria su forma escalonada. Esto con-
cuerda con estudios recientes de la
estructura de Der f 2 (homdlogo de
Der p 2 para D. farinae),’” en los que
se han logradoidentificar claramen-
te al menos dos epltopes IgE diferen-
tes. Concuerda ademas, con los re-
sultados de Win van't Hof et al.” los
cuales indican que existen al menos
tres diferentes subpohblaciones de
anticuerpos IgE que reconocen un
mismeo péptido derivado de Derp 2.
De esa forma, las diferencias confor-
macionales entre la molécula nativa
vy la recombinante, influirian més
marcadamente en una menor detec-
¢ién de los anticuerpos de menor afi-
nidad o dirigidos hacia el epitope de
menor impoertancia. Este aspecto
podria dar lugar a alguna diferencia
entre el empleo del alergenc re-
combinante y el natural en un sis-
tema de diagndstico, cuya existen-
cia real pedria ser dilucidada estu-
diando un mayor nGimero de pa-
cientes.

Los epitopes de Der p 2 son muy
conformacionales, porlo que seria de
esperar una reduccion considerable
de la actividad si se altera la estruc-
tura de la proteina, lo cual puede
suceder cuando eila se expresa en

forma fusionada. Sin ermnbargo, a pe-
sar de que existen evidencias de
modificaciones (la molécula no es
reconocida por el anticuerpc mono-
clonal TAl -Indecor, UK- dirigido con-
tra el alergenc natural), aparente-
mente no reducen considerablemen-
te su actividad alergénica en
Western Blotting: el 86 % de los sue-
ros reconocié ala molécula. Estos re-
sultados coinciden con lo reportado
anteriormente.’* Con este resultado
se demuestra que existe identidad
inmunoldgica de los determinantes
alergénicos de la proteina recambi-
nante con respecto a la natural, lo
cual es relevante para su posible uso
en el diagnoéstico in vitro.

Las curvas de dosis-respuesta
obtenidas a partir del ELISA direc-
to {Fig. 2) demuestran la actividad
de unidn de IgE de la proteina re-
combinante, esta vez empieando
una fase sdlida diferente (poliestire-
no} a la empleada en el Western
Bletting (nitrocelulosa), teniendo en
cuenta ademés que con el regulador
PBS se obtuvieron las mayores se-
fiales de absorbancia se pudiera pen-
sar en desarrollar un posible ensayo
de diagnéstico in witro usando la
misma fase sélida y PBS como re-
gulador de recubrimiento.

Como conclusion, se ha compro-
bado queelrDerp 2 expresadoen E.
colt fusionado con GST retiene la
mayor parte de la actividad alergé-
nica de su andlogo natural en pacien-
tes cubanos, el cual puede ser em-
pleado en ensayos de diagnéstico in
vitro especifico de alergia al 4caro D.
pteronyssinus, basados tanto en el
uso de nitrocelulosa (Western Blot,
Dot Blot) como poliestirenc (ELISA),
como fase s6lida. No obstante, es
necesario aun estudiar la posible
afectacion de algunos epitopes IgE
de la molécula y su influencia sobre
las propiedades de un sistemna de
diagndostico.
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