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Abstract

Although allergen extracts show some disadvantages, they are widely used both for in
vivo diagnosis and for allergen immunotherapy. One way to overcome allergen extracts’
limitations is to use recombinant allergens. Selection of an appropriate expression
system is dependent on the characteristics and intended application of the recombinant
protein. The prokaryotic expression system is suitable for allergens that do not require
post-translational modifications; however, there are allergens that need to be expressed
in eukaryotic cells in order to acquire their biological activity. The use of these
recombinant proteins ensures an increased specificity and sensitivity of the diagnosis
and safer and more effective immunotherapy.
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Extractele alergenice sunt folosite pe scara larga atat in diagnosticul in vivo, cat siin
terapia bolilor alergice, desi prezinta multiple dezavantaje. O solutie pentru a evita
limitarile extractelor este utilizarea de alergene recombinate. Selectia unui sistem de
expresie proteica depinde de caracteristicile si aplicatiile proteinei recombinate.
Alergenele care nu necesita modificari posttranslationale pot fi obtinute intr-un sistem
de expresie de tip procariot, dar exista si alergene care trebuie exprimate in celule
eucariote pentru a-si putea dobandi activitatea biologica. Utilizarea clinica a acestor
proteine recombinate duce la cresterea specificitatii si sensibilitatii diagnosticului si
asigura o imunoterapie mai sigura si mai eficienta.

Cuvinte cheie
alergene recombinate (/reviste/alergologia?tag=alergene recombinate)
sistem de expresie proteica de tip procariot (/reviste/alergologia?tag=sistem de expresie proteica de tip procariot)
sistem de expresie proteica de tip eucariot (/reviste/alergologia?tag=sistem de expresie proteica de tip eucariot)
diagnostic molecular (/reviste/alergologia?tag=diagnostic molecular)

imunoterapia alergenica moleculara (/reviste/alergologia?tag=imunoterapia alergenica moleculara)

Introducere

in prezent, diagnosticul in vivo al alergiilor si imunoterapia alergenica se bazeaza in
mare pe extracte alergenice obtinute din surse naturale. Desi calitatea acestor extracte
a crescut in ultimele decenii prin standardizarea procedurii de obtinere, faptul ca provin
din surse naturale le face foarte eterogene, existand variatii in ceea ce priveste
compozitia si cantitatea de molecule alergenice("?. De asemenea, extractele pot fi
contaminate cu alergene provenite din alte surse sau pot contine molecule bioactive

care pot afecta stabilitatea acestora (enzime proteolitice care pot degrada alergenele)
(3.4)

Tehnologiile de obtinere a alergenelor recombinate pot fi folosite pentru a inlatura
neajunsurile extractelor alergenice. in ultimele decenii a fost produsd o mare varietate
de alergene recombinate similare ca structura, functie si raspuns imun cu omoloagele
lor naturale, provenite de la plante, mucegaiuri, acarieni, insecte si mamifere, folosind
atat sisteme de expresie de tip procariot, cat si de tip eucariot®®). Utilizarea clinica a

o imunoterapie mai sigura si mai eficienta®),

Primul pas in producerea alergenelor recombinate il reprezinta obtinerea secventei de
nucleotide care codifica proteina de interes. Folosind ARN mesager (ARNm) izolat din
sursa alergenica, se sintetizeaza prin reactia de polimerizare in lant in timp real (RT-PCR)
(310 ADN complementar (ADNc), care mai apoi este clonat intr-un vector specific
sistemului de expresie care urmeaza sa fie folosit.

in functie de complexitatea structurald si functionald a alergenelor, se pot folosi dou&
sisteme de expresie, de tip bacterian si de tip eucariot. Sistemul de tip bacterian este
utilizat cu succes si costuri reduse in cazul proteinelor cu structura simpla, care nu
necesita modificari posttranslationale. Alergenele mai complexe din punct de vedere
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structural, cu glicozilari si punti disulfidice, sunt produse in sisteme de expresie de tip
eucariot. Un avantaj al acestui sistem este purificarea simpla, redusa la o singura
procedura, cromatografia de afinitate(.

(/image/10514/0/tabel_1_10514.png)

Tabel 1. Caracteristicile diferitelor sisteme de expresie proteica. Prezentare educationald adaptatd dupa
Fernandez et al. (1999)(12)

k/image/10515/O/figura_1_10515.png)

Figura 1. Obtinerea alergenelor recombinate in celulele de E. coli. Primul pas este reprezentat de clonarea
secventei de nucleotide in vectorul bacterian (plasmid), urmata de transformarea celulelor de E. coli competente.
Acestea vor fi cultivate in mediu de cultura, urménd sa se induca sinteza proteica. Vor urma pasii de izolare,

purificare si analiza a puritatii alergenului obtinut

Acest articol analizeaza si compara diferite sisteme de expresie folosite pentru
producerea alergenelor recombinate (tabelul 1), precum si utilizarea acestora in vederea
imbunatatirii diagnosticului si terapiei in bolile alergice.

Sistemul de expresie proteica de tip bacterian

Escherichia coli este una dintre cele mai utilizate gazde bacteriene pentru producerea
cu randament ridicat de proteine recombinate. E. coli este un sistem convenabil si
versatil de obtinere a unei cantitati mari de alergen recombinat, datorita ratei rapide de
crestere intr-un mediu de cultura ieftin si usor de preparat (figura 1). Cu toate acestea,
este un sistem procariot caruia ii lipseste mecanismul celular responsabil de procesele
si modificarile posttranslationale, dezavantajul major fiind reprezentat de esecul unor
proteine recombinate de a dobandi structura secundara nativa, activa biologic. Adesea,
supraproductia de proteine straine in citoplasma E. coli determina o agregare a
acestora, formand incluziuni celulare insolubile, care necesita solubilizare cu agenti
chatropici puternici, urmata de o reimpachetare graduala pentru a deveni active
func’gional(13). Un astfel de exemplu il reprezinta alergenul major din chiparos, Cup a 1.02,
care a fost exprimat in E. coli si a necesitat solubilizare si reimpachetare pentru a

redobandi forma reactiva IgE a alergenului®®.

Strategiile pentru cresterea calitatii si randamentului de producere a proteinelor
recombinate in celule bacteriene s-au concentrat pe imbunatatiri genetice, precum
construirea unor vectori de expresie mai buni si prin eliminarea genelor codificatoare de
proteaze din tulpinile bacteriene. De asemenea, au fost create tulpini bacteriene
capabile sa faciliteze formarea puntilor disulfidice. Alergenul Ara h 2, din alune, a fost
produs prin expresia intr-o tulpina de E. coli modificata, Origami (DE3), care contine in
citoplasma elemente oxidative care permit formarea puntilor disulfidice™.

(/image/10517/0/figura_2_10517.pnQ)
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Figura 2. Expresia alergenelor recombinate in celule de insecte. Etapele expresiei sunt scrise cu litere ingrosate,
iar produsii obtinuti dupa fiecare etapa, cu litere normale. Prezentare educationald adaptata dupd
https://biotop.boku.ac.at/Projects/2015/Grabherr2015c.html(25)

Sistemul de expresie procariot continua sa fie prima alegere cand vine vorba despre
producerea de alergene recombinate, numeroase alergene fiind produse in acest
sistem (de exemplu, Ara h 1), Bet v 1'0) Fel d 177), Cor a 108)).

Sistemul de expresie proteica de tip eucariot

Avantajul major al sistemelor de expresie de tip eucariot este reprezentat de
capacitatea de a realiza modificari posttranslationale, precum formarea legaturilor
disulfidice, adaugarea de lipide si carbohidrati. Cele mai utilizate sisteme de expresie de
tip eucariot sunt drojdiile, celulele de plante, celulele de insecte si celulele de mamifere.

Avand o rata de inmultire ridicata si necesitati minime, sistemul de expresie in drojdii s-a
dovedit util pentru producerea de alergene recombinate. Popularitatea crescuta a
acestui sistem se datoreaza procesului simplu si randamentului ridicat de obtinere a
proteinelor, precum si capacitatii de a efectua modificari posttranslationale (formarea de
legaturi disulfidice si glicozilari). Organismul cel mai utilizat este Pichia pastoris, primele
alergene exprimate fiind Cyn d 19 Alt a 1?9, Mus m 1?0 si Bla g 422), Principalul

dezavantaj al sistemului de expresie in drojdii este hiperglicozilarea proteinelort?3),

modelele de glicozilare N- sau O-linkatd putand fi diferite de cele ale proteinei nativel??).

(/image/10513/0/figura_3_10513.png)

Figura 3. Strategiile posibile pentru imunoterapiile alergenice moleculare. Pe baza identificarii secventei de
nucleotide care codifica alergenul de interes se poate determina secventa de aminoacizi, fiind astfel posibila
construirea alergenelor recombinate (echivalente celor naturale de tip salbatic) si a unor derivate cu activitate
alergenica redusa precum hipoalergenele recombinate si peptidele sintetice derivate din alergenele de interes.
Prezentare educationald adaptata dupd Zhernov et al. (2019)(43)

Sistemul de expresie in celule de insecte, asociat cu un vector baculovirus, devine tot
mai des utilizat in domeniul producerii de alergene recombinate. Acest sistem se
bazeaza pe capacitatea baculovirusului de a infecta celulele de insecte, avand o
specificitate ridicata in ceea ce priveste tipul de gazda infectata. Procesul de obtinere a
proteinelor recombinate presupune clonarea genei de interes intr-un vector bacterian
(plasmid helper), cu care sunt mai apoi transformate celulele de E. coli competente care
contin bacmidul (plasmid care contine baculovirusul fara gena de interes). Secventa de
nucleotide care codifica alergenul de interes este apoi inserata in bacmid prin
transpozitie, rezultand un bacmid recombinat care va fi utilizat in transfectia celulelor de
insecte (figura 2) care vor asambla baculovirusul, continuandu-se infectia. Alergenul
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recombinat este secretat in mediul de cultura, de unde urmeaza a fi izolat si purificat
dupa 36-96 de ore de la infectie. Baculovirusul distruge celulele de insecte, astfel ca nu
se poate realiza o productie continua, neintrerupta.

Printre alergenele obtinute folosind sistemul cu baculovirus se numara: Api m 229), Fel d
1@7) Mal f 1?®). Toate aceste alergene recombinate prezinta o capacitate de legare a IgE
si activitate biologica similare cu cele ale proteinelor native.

Deoarece necesita echipamente sofisticate si presupune costuri ridicate de productie,
cu randament scazut, sistemul de expresie in celule de mamifere este foarte rar folosit
(Per a 129)). Pentru expresie se mai pot utiliza si plantele, proteinele putdndu-se acumula
in cantitati ridicate in diferite organe ale acestora (s-au obtinut Bet v 1 recombinat
imunoreactiv si doua alergene din latex — Hev b 1 si Hev b 3 —, folosind plante de
tutun®9),

Indiferent de sistemul de expresie proteica folosit, alergenele recombinate obtinute
urmeaza numerosi pasi de purificare cromatografica si, fiind apoi analizate din punctul
de vedere al identitatii, calitatii, cantitatii si stabilitatii, prin metode precum electroforeza,
spectrometria de masa si dicroism circular. De asemenea, vor fi comparate cu
omoloagele naturale in ceea ce priveste activitatea biologica (reactivitate IgE, teste de
activare a bazofilelor).

in cadrul proiectului INSPIRED (Strategii inovative pentru preventia, diagnosticul si
terapia afectiunilor respiratorii induse de polenul de ambrozie), echipa de cercetatori de
la centrul OncoGen, Timisoara, a reusit sa produca alergene recombinate din polenul de
Ambrosia artemisiifolia. Pentru alergenele mai simple din punct de vedere
conformational (Amb a 8, Amb a 9, Amb a 10) s-a folosit sistemul de expresie de tip
procariot, iar pentru cele mai complexe (Amb a 1, Amb a 4, Amb a 6), sistemul de
expresie in celule de insecte. De asemenea, pentru cateva alergene (Amb a 3, Amb a 5,
Amb a 11, Amb a 12) s-a mers in paralel cu ambele sisteme, pentru a stabili care este cel
mai potrivit pentru obtinerea unei reactivitati IgE comparabile cu cea a omologului
natural.

(/image/10516/0/tabel_2_10516.png)

Mecanismele, avantajele si dezavantajele diferitelor molecule recombinate utilizate in AlT. Prezentare
educationald adaptata dupd Zhernov et al. (2019)(43)

Utilizarea alergenelor recombinate in diagnosticul alergiilor

Desi testele diagnostice care contin alergene recombinate se utilizeaza tot mai mult,
cele bazate pe extracte naturale continua sa fie utilizate pe scara larga®". Compozitia
unui extract alergenic influenteaza puternic rezultatele oricarui test bazat pe acel
extract. Din extractele disponibile comercial pot sa lipseasca alergene importante sau
compozitia lor alergenica poate varia considerabil de la un lot la altul, ceea ce poate da
rezultate fals negative in cazul anumitor pacienti. Aceste variatii de concentratie si
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continut alergenic au fost demonstrate la solutiile de testare cutanata prick (skin prick
test, SPT) pentru extractul de acarian Dermatophagoides pteronyssinus?, mucegai
Alternaria alternata® si alun®¥, precum si pentru produsele de imunoterapie alergenica

sublinguala (SLIT) pentru acarian®® si polen de mesteacan(®®).

Alergenele recombinate bine caracterizate pot fi folosite ca marker in diagnostic pentru
a realiza profilul de sensibilizare al pacientilor alergici si pentru a selecta strategiile
terapeutice potrivite. Reactivitatea IgE la alergenele cu o reactie incrucisata extrem de
ridicata permite identificarea pacientilor cu sensibilizare larga sau care sunt expusi
riscului de a dezvolta simptome alergice la mai multe surse. Pe de alta parte, alergenele
specifice anumitor surse alergenice pot fi folosite pentru a identifica pacientii cu
sensibilizare reald®”). Pentru imbunatatirea calitatii unor extracte alergenice din latex®®),
alun®9 si venin de viespe!*9), utilizate in diagnostic, s-a folosit procesul de spiking (adica
adaugarea de alergene recombinate). Mai mult decat atat, alergenele recombinate
reprezinta o alternativa la alergenele naturale pentru diagnosticul alergiilor, cand
alergenul natural poate fi izolat doar in cantitati mici din sursa initiala?.

Utilizarea alergenelor recombinate in imunoterapia alergenica moleculara

lzolarea primei secvente codificatoare a unui alergen a deschis drumul dezvoltarii
diferitelor tipuri de imunoterapii alergenice (AIT) moleculare®? (figura 3). Printre acestea
se numara alergenele recombinate de tip salbatic (prezinta toate proprietatile
alergenelor naturale); peptidele sintetice care contin epitopi alergen-specifici pentru
limfocitele T (LT) (fara reactivitate IgE); acizi nucleici care codifica alergene; hipoalergene
recombinate si sintetice, cu alergenicitate scazuta si capacitate redusa de legare IgE,
dar cu epitopi alergen-specifici pentru LT43),

Imunoterapiile personalizate bazate pe profilul de sensibilizare al fiecarui pacient sunt
posibile, in teorie. Cu toate acestea, conform ghidurilor actuale, trebuie dovedita
siguranta si eficienta clinica pentru fiecare molecula separat si pentru posibilele
combinatii, ceea ce face aceasta abordare imposibila. De aceea imunoterapiile
moleculare ar trebui sa contina un panel de alergene relevante clinic provenite de la
sursa de interes.

Avantajele si dezavantajele diferitelor molecule recombinate folosite in AIT sunt
prezentate in tabelul 2.

Concluzii

Pentru a determina sistemul optim de expresie a unui anumit alergen trebuie sa se tina
cont de resursele disponibile, de timpul necesar, de calificarea personalului din laborator
si de natura alergenului. Exista o experienta vasta in ceea ce priveste sistemul de
expresie procariot, iar kiturile disponibile pe piata sunt mai variate, mai rapide si mai
putin costisitoare decat cele pentru sistemele eucariote. Cu toate acestea, prezinta
dezavantajul de a nu putea produce modificarile posttranslationale necesare pentru
proteinele complexe structural si functional. Mai mult, aproape toate alergenele provin
din surse eucariote si este de preferat, in cazul in care activitatea biologica a alergenului
recombinat depinde de conformatia si/sau de modificarile posttranslationale, sa se
utilizeze sistemele eucariote de expresie proteica.
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Tehnologia proteinelor recombinate permite atat productia nelimitata a alergenului de
interes, cat si posibilitatea de a modifica structura si proprietatile intrinseci ale acestuia,
devenind o alternativa din ce in ce mai atractiva pentru diagnosticul si imunoterapia
bolilor alergice.

Acest articol a fost elaborat in cadrul proiectului INSPIRED (Strategii inovative pentru
preventia, diagnosticul si terapia afectiunilor respiratorii induse de polenul de ambrozia),
cod SMIS 103662.
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