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Inventia se refera la 0 metoda de detectare si cuanti-
ficare a alergenelor din polenul de ambrozia din mediu
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alergenice utilizate in prezent Tn diagnostic si terapie.
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KIT DE TESTARE CU ANTICORPI ALERGEN-SPECIFICI PENTRU
DETECTIA SI CUANTIFICAREA ALERGENELOR DIN POLENUL DE
AMBROZIA DIN MEDIU SI DIN EXTRACTE ALERGENICE
DIAGNOSTICE/TERAPEUTICE

Prezenta inventie se referd la domeniul medical, in special la detectarea si
terapia alergiei la ambrozia. Mai precis, inventia se referd la proiectarea unui kit

care sd permitd detectarea i cuantificarea alergenelor din ambrozia.

Alergia IgE-mediatd reprezintd tipul de hipersensibilitate cu cea mai mare
rispandire la nivel mondial. Pand la 30% din populatie suferd de simptome de
alergie, care pot fi severe si invalidante (de exemplu, astmul) sau chiar fatale (de
exemplu, socul anafilactic) (Meltzer si colab., AAAI, 2011; Calderon si colab.,
CTA, 2012).

Ambrozia este una dintre cele mai importante surse de alergene, cu un
impact puternic asupra sdndtdtii umane in Europa, in special in pértile de est ale
Europei, inclusiv in Roménia (Bullock si colab., Evaluarea si controlul rispandirii
si efectelor ambroziei comune in Europa, 2010). Ambrozia (genul Ambrosia,
familia Asteraceae) este specia cu cea mai mare relevanta clinica, fiind cunoscuta pentru
potentialul ridicat de a provoca reactii de hipersensibilitate de tip I la sfarsitul verii
si toamna. In America de Nord, alergia la ambrozia a fost recunoscut de mult timp
ca o problemd majord de sandtate, cu rate de sensibilizare de 10% - 26% in
populatia generalad (Gergen si colab., JACI 1987; Arbes si colab., JACI, 2005). In
Europa, A. artemisiifolia a fost importatd Incepand cu anii 1900 si s-a raspandit
rapid in multe zone din Europa Centrald si de Sud-Est. in Europa, frecventa de

sensibilizare variazd enorm de la o tard la alta. Un studiu (Burbach si colab.,
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Allergy, 2009) a relevat o frecventd de sensibilizare intre 2,4% in partea de vest a
Europei si pand la 50% in partea de est a Europei. Mai mult, a fost observata o
crestere a prevalentei sensibilizarii la ambrozia (Tosi A si colab., Swiss Med Wkly,

2011).

Majoritatea alergiilor, inclusiv alergia la ambrozia, 1incep cu
simptomatologie usoard (de exemplu, rinitd), dar, dacd nu sunt diagnosticate si
tratate corespunzitor, pot progresa pana la astm sever. Prin urmare, identificarea
alergenelor care cauzeazd boala este esentiald pentru diagnosticul precis al alergiei
si constituie baza pentru tratamentul pacientilor alergici prin interventii alergen-
specifice (de exemplu, evitarea alergenilor, dietd, imunoterapie alergen-specifica).
In prezent, diagnosticul alergologic, precum si imunoterapia alergen-specifici
(AIT) se bazeazd pe extractul alergenic. Dar, una dintre principalele dificultati
intalnite la utilizarea extractelor alergenice este continutul variabil de alergene.
Existd metode de standardizare si control al calitatii extractului alergenic, cum ar fi
determinarea continutului total de proteine, mésurarea activititii alergenice si
reactivitatea IgE a extractelor alergenice sau determinarea caracteristicilor
biochimice si biofizice ale extractului (Valenta si colab., J Allergy Clin Immunol
Pract, 2018). Totusi, aceste metode nu reusesc sa identifice moleculele alergene si

sa faca deosebirea Intre componentele alergenice si non-alergenice.

Importanta extractelor alergenice standardizate si a extractelor de buni
calitate a crescut in ultimele 2 decenii, in special in Uniunea Europeani. Deoarece
extractele alergenice utilizate pentru diagnostic sau terapie sunt acum definite ca
produse medicale biologice prin Directivele UE 89/342 / CEE si 2001/83 / CE ele
necesitd autorizatii pentru introducerea pe piatd (Valenta si colab., J Allergy Clin
Immunol Pract, 2018; Klimek L , Hoffman HIJ si colab., Allergy, 2020). O conditie

prealabild majord pentru folosirea produselor medicale asupra oamenilor este

&3



RO 135067 A0

fabricatia in conformitate cu bunele practici de productie (GMP). Ceea ce
inseamni ca extractele alergenice trebuie sd aibd o consecventa a caracteristicilor si
calitatii. Prin urmare, identificarea §i cuantificarea alergenelor dintr-un extract
devin extrem de importante. Un alt domeniu in care identificarea si cuantificarea
alergenelor este utila este evaluarea probelor din mediul inconjurétor. Posibilitatea
de a determina Incarcidtura mediului/aerului cu diferite alergene din poate contribui
la imbunititirea prognozei pentru expunere si poate contribui astfel la
imbundtdtirea strategiei de evitare a alergenelor, ceea ce reprezintd, de asemenea, o

parte importantd a terapiei alergen-specifice.

Se cunoaste inventia US2017157240A1 care se referd la extracte alergenice
din polen, in special extracte alergenice din polenul de ambrozia (Ambrosia), care
contin cantitdti reduse de proteine asemdnatoare proteinelor ce leagd cuprului
pentru a minimiza riscul de toxicitate, cum ar fi cel de inducere a angioedemului.
Inventia se referd, de asemenea, la metode de preparare a extractelor alergenice de
polen care sd contind cantitdti reduse de proteine asemaéndtoare proteinelor care

leagd cuprul.

Se cunoaste inventia US2017262985A1 care descrie o metodd de
cuantificare a reactiei cutanate bazatd pe imagini ce include imagistica unei zone
de piele care a fost supusd unui test cutanat pentru a produce una sau mai multe
imagini ale zonei. Metoda include identificarea regiunilor cu raspunsul de tip
papuld si eritem in una sau mai multe imagini ale zonei si cuantificarea
indicatorilor papuld si/sau eritem pe baza regiunilor identificate. Metoda include,
de asemenea, generarea rezultatelor indicatorilor cuantificati papula si/sau eritem,

indicativi ai reactiei alergice cuantificate pe piele.

Se cunoagte inventia US2017096459A1 in care etichete peptidice (Tag-uri)

sunt furnizate pentru fuziunea lor cu proteinele la capetele N-terminale sau C-
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terminale, care sunt definite de o serie de proprietéti structurale si functionale care
definesc siguranta lor in ceea ce priveste modificarea structurii sau functiei
biologice a proteinei sau peptidei la care sunt fuzionate si in care proteina-etichetd
(Tag) este selectatd dintr-un grup format dintr-un fragment de Phl p 2 (Pheleum
pratense), un fragment de Hev b 6.02 (Hevea brasiliensis) si un fragment de Amb t
5 (Ambrosia trifida) sau o combinatie a acestora. Sunt furnizate, de asemenea,
metode pentru producerea si detectarea acestor proteine de fuziune recombinate,

precum si a anticorpilor specifici care se leagd de aceste etichete.

Problema tehnica a prezentei inventii este de a realiza un kit de testare care
sd asigure calitatea, acuratetea diagnosticului si eficacitatea tratamentului prin
detectarea si cuantificarea alergenelor de ambrozia in extracte si in probe de mediu,

utilizind probe de anticorpi specifici pentru alergenele de ambrozia.

Kit-ul conform inventiei, elimind dezanvantajele cunoscute prin aceea ci este
compus din zece probe de anticorpi alergen—specifici pentru ambrozia (specifici pentru
Ambal.0l; Amba3; Amba4; Amba5; Amba6; Amba8; Amba9; Amba10; Amba
11 si Amb a 12). Inainte de producerea acestor probe de anticorpi alergen-specifici, este
necesard expresia alergenelor recombinate de ambrozia corespunzitoare. Alergenele din
polenul de ambrozia utilizate pentru productia de anticorpi IgG sunt redate in

Tabelul 1.
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5
Tabelul 1
Numele
alergenului Nr. NCBI Sistem de expresie 1
Amb a 1.01 |[AAA32665.1 Celule de insecte Sf9 \
Amba3 P00304.2 Celule de insecte Sf9, E.coli ]
Amb a4 CBK52317.1 Celule de insecte Sf9
Ambas P02878.1 E. coli
Ambaéb AABS51146.1 Celule de insecte Sf9
Amb a8 AAX77687.1 E. coli
Amba9 AAX77684 E. coli
Ambal0 |AAX77686 E. coli
Amball |AHAS6102.1 Celule de insecte Sf9, E.coli
Ambal2 [ANZ22900.1 Celule de insecte Sf9, E.coli

O placd cu 96 de godeuri (ELISA) este acoperitd cu proba ce urmeazi a fi testati
(extract de ambrozia, probd de mediu) si cu alergenele recombinate (Amb a 1.01;
Amba3;Amba4; Amba5; Amba6; Amba8; Amba9; Amba 10; Amba 11 si
Amb a 12), dupd care serurile pre-imune de iepure sunt addugate peste alergenele
corespunzitoare folosind drept control negativ, urmand ca serurile imune de iepure
specifice ficarui alergen de ambrozia sd fie addugate In godeurile acoperite cu
alergenul corespunzdtor (control pozitiv) si in cele in care se afla proba astfe] incat

se detecteazd prezenta anumitor alergene in proba testata.

Metoda de realizare a kit-ului are in vedere faptul cd cele zece alergene de
ambrozia trebuie mai intdi s& fie exprimate Intr-un sistem gazda precum Escherichia coli

(E. coli) sau celule de insecte. Inainte de expresia proteinei, secventa ADN care codifica
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alergenul trebuie sd fie sintetizatd cu sau fird His-tag (6 x His) N- sau C- terminal.
Includerea unei secvente TEV pentru clivarea His-tag-ului este optionald. Aceastd secventi
ADN va fi clonati intr-un vector de expresie. Pentru expresia E. coli sunt potriviti vectorii
pET17b sau pET27b, iar pentru expresia celulei de insectd poate fi folosit vectorul pTM1.
Expresia in E. coli poate fi efectuatd precum a fost descris (Chen KW si colab., Mol
Immunol, 2008) utilizand tulpina E. coli BL2’1. Expresia in celule de insecta este realizati
in celule S9 precum este descris in ghidul de utilizare “Bac-to-Bac® Baculovirus
Expression System” de la Thermo Scientific. Dupd expresie, alergenele
recombinate de ambrozia trebuie sa fie extrase sau izolate pentru purificare. Daca
His-tag-ul este prezent, atunci purificarea poate fi realizata utilizdnd cromatografia
de afinitate cu Ni?", in caz contrar, alte metode cromatografice sunt utilizate. Dupa
purificare, oricare alte elemente chimice din solutia in care se afld alergenul
recombinat de ambrozia vor fi eliminate prin dializd Tmpotriva solutiei tampon
finale. Aceastd solutie tampon finald poate fi orice solutie tampon precum solutia
salind tamponatd cu fosfat (PBS) sau apa purd, unde alergenele recombinate sunt
solubile si stabile. Pot fi addugati aditivi precum inhibitori de proteazi pentru a
creste stabilitatea alergenelor recombinate. Dupa expresie si purificare alergenele

recombinate pot fi depozitate la temperaturi intre -20°C si -80°C pénai la utilizare.

Aceste alergene recombinate de ambrozia sunt utilizate pentru a imuniza iepuri cu
scopul de a produce anticorpi alergen—specifici de tip IgG. 200ug de alergen vor fi
injectate subcutanat Intr-un iepure de rasd albd de Noua Zeelanda, de trei ori in
total, In intervale lunare, dupd care, cantitatea de alergen, intervalul si timpul
injectiei pot fi adaptate. Adjuvantii pot fi folositi pentru a spori productia de IgG.
Adjuvanti adecvati pot fi adjuvantul Freund (complet si incomplet), hidroxidul de
aluminium (AIOH) si altele. Acesti anticorpi IgG alergen—specifici pentru

alergenele din ambrozia indusi la iepure pot fi acum implementati in inventie.
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Inventia se va baza pe imunobloturi precum testul imunosorbant legat de enzima
(enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA), testul dotblot sau orice alt sistem

bazat pe acelasi principiu.

Metoda de utilizare se face dupé principiul testului ELISA, in care proba de
interes (extractul alergenic, proba din mediu) va fi addugatd pe o placa de
microtitrare cu 96 de godeuri. Apoi, placa de microtitrare va fi incubati cu serul de
iepure care contine IgG alergen—specific pentru alergenele de ambrozia. Acesti
anticorpi se vor lega dacd alergenul corespunzitor este prezent. Anticorpii IgG
legati ai iepurelui pot fi detectati cu anticorpi marcati cu o enzima anti-IgG de
iepure. Enzime folosite In aceastd etapd pot fi peroxidaza din hrean (HRP),
fosfataza alcalind (AP) sau alte enzime disponibile pe piatd. Dacd este necesar,
anticorpi nemarcati anti-IgG de iepure pot fi folositi initial, iar apoi detectati cu
anticorpi secundari marcati cu o enzimd. Cand solutia substrat este adiugati, o
reactie de culoare va apdrea (HRP-verde, AP-galben). Aceastd reactie de culoare
poate fi masuratd prin spectrofotometrie. Controalele negative sunt necesare pentru
a distinge Intre o reactie pozitivd si una negativa. Solutia tampon de control
(incubarea solutiei tampon in locul serului de iepure) si/sau serul pre-imun (serul
de iepure colectat inaintea imunizarii cu alergenul) pot fi folosite ca si controale

negative.

Rezultatele vor ardta prezenta alergenelor de ambrozia in probe. Mai
departe, utilizdnd alergenul recombinat de ambrozia ca standard de concentratie,

este posibild cuantificarea alergenelor din proba examinata.

Utilizarea probelor de anticorpi IgG specifici alergenelor din polenul de
ambrozia pentru identificarea si cuantificarea mostrelor de extracte prezintd

urmétoarele avantaje:
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e Pot fi generati anticorpi IgG specifici pentru 10 alergene din ambrozia.

e Fiecare tip de anticorpi poate fi produs in cantititi mari.

e Kit-ul de testare realizat este capabil sa identifice si sd cuantifice alergenele
din ambrozia, din diverse mostre. Poate fi utilizat pentru evaluarea
incarcaturii de alergene din mediu. Concentratia alergenelor din probele de
aer poate fi masuratd si astfel pot fi initiate masuri preventive. Pe deasupra,
acest test poate ajuta la standardizarea extractelor de alergene utilizate in
prezent in diagnostic §i terapie, astfel putdnd sd imbunétiteasca calitatea
acestora i, prin urmare, si acuratetea diagnosticului si eficacitatea

tratamentului.

In ceea ce urmeazd, sunt redate exemple ale inventiei, cu referire la figurile

care reprezinta:

Figura 1: Gel SDS-PAGE in coloratie Coomassie ce contine Amb a 12
exprimat n E. coli (¢) si Amb a 12 exprimat in celule de insecte (i), separate in
conditii non-reducdtoare (benzi NR) si reducatoare (benzi R), precum si un marker

molecular (prima banda din stinga).

Figura 2: Gel SDS-PAGE 1n coloratie Coomassie ce contine alergenele de

ambrozia recombinate izolate si purificate.

Figura 3: Inducerea de anticorpi IgG Amb a 8-specifici in iepuri.
Iepurii au fost imunizati cu rAmb a 8 adsorbit la adjuvantul Freund. In continuare,
au fost analizate seruri in 3 momente diferite (Inainte de imunizare — pre-imun;
dupa 2 injectii — imun I; dupd 3 injectii — imun II). Reactivitatea IgG a antiserurilor
larAmb a 8 legat de placa ELISA a fost determinata pentru diferite dilutii (axa x).

Anticorpii IgG legati corespund valorilor densitétilor optice (OD; axa y).
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Figura 4: O ilustrare a inventiei. Placa ELISA a fost acoperitd cu extract de
ambrozia si cu alergenele recombinate Amb a 5 si Amb a 8. Apoi, serurile pre-
imune de iepure Amb a 5-specifice au fost adaugate la placutele acoperite cu rAmb
a 5 (Amb a 5 negative control), iar serurile imune de iepure Amb a 5-specifice au
fost adaugate la placutele acoperite cu rAmb a 5 (Amb a 5 positive control) si la
cele cu extractul de ambrozia (detectia Amb a 5 in extract). Aceleasi etape au fost
realizate si in cazul serurilor de iepure Amb a 8-specifice. Reactivitatea IgG poate
fi observatd sub forma culorii verzi, mésuratd fotometric si afisatd ca densitate
optica (OD). In acest caz, se poate observa ci extractul nu contine Amb a 5, dar

Amb a 8 este prezent.

Figura 5: Curbd standard pentru cuantificarea Amb a 8. O placd ELISA a
fost acoperita cu o serie de dilutii de rAmb a 8 in trepte de 1:2, incepéand cu 1pg/ml
(axa x). A fost addgat apoi ser de iepure Amb a 8-specific (diluat 1:2000), iar

anticorpii IgG legati au fost detectati si afisati ca densitate optica (axa y).

In continuare este prezentatd secventa ADN a unui alergen de ambrozia folosita

pentru expresia in E. coli si in celulele de insecte:

Nde I - CATATG
BamHI - GGATCC
Xhol I - CTCGAG
Smal - CCCGGG

6x His Tag
Stop codon — TAG

#
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Secventi Amb a 12 pentru expresia in E. coli

CATATGGCAACCATCAAGGCAGTGAAAGCTCGTCAAATCTTCGACAGC
AGAGGCAACCCTACCGTTGAGGTGGATATTACTCTTTCTGATGGCACGT
TGGCCCGGGCTGCTGTCCCCAGTGGTGCATCCACCGGTATTTACGAGGC
TCTTGAATTGAGAGATGGAGGGTCAGACTACCTTGGAAAAGGTGTCTC
TAAGGCTGTTGCAAACGTCAACACGATCATTGGCCCTGCTCTTGTAGGC
AAGGACCCAACTGATCAGACCGGTATCGACAATTTCATGGTTCAACAA
CTTGACGGAACCCAAAATGAATGGGGTTGGTGCAAGCAAAAGCTTGGT
GCCAATGCCATCTTGGCAGTTTCTCTTGCAGTTTGCAAGGCTGGTGCTA
GCGTTCTCAAAACTCCCCTTTACAAGCACATTGCCAACTTGGCTGGTAA
CAAGAACTTAGTTTTGCCAGTACCTGCATTCAACGTCATCAATGGTGGA
TCACATGCAGGAAACAAGCTTGCCATGCAGGAATTTATGATTCTCCCTA
TCGGTGCCTCCAGCTTTAAGGAAGCCATGAAGATGGGTGTTGAAGTAT
ATCACAACTTGAAGTCTGTGATCAAGAAGAAATACGGTCAGGATGCAA
CAAATGTTGGTGATGAAGGTGGCTTTGCTCCCAATATTCAGGAAAACA
AGGAGGGTCTTGAGTTGCTTAAGACGGCTATTGCTAAAGCTGGATACA
CAGACAAGGTTGTCATTGGAATGGATGTTGCCGCATCTGAATTCTATGG
CGAGAAGGACAAGACCTATGATCTGAACTTCAAGGAAGAGAACAACG
ATGGCAAAGAAAAGATTTCAGGAGAACAACTAAAAGATCTTTACAAGT
CGTTTGTGAGTGAGTACCCCATTGTGTCCATTGAGGACCCATTTGACCA
AGATGACTGGGAGCACTATGCCAAGATGACCGCTGAATGTGGCGAACA
AGTTCAAATTGTAGGAGACGATCTTTTGGTCACCAACCCCACGAGAGTC
AAGAAGGCAATTGATGAGAAGACTTGCAATGCTCTTCTTCTAAAGGTC
AACCAAATTGGGTCTGTGACCGAGAGTATCGAAGCTGTGAGGATGTCC
AAACATGCTGGTTGGGGTGTGATGGCCAGTCACCGCAGTGGAGAAACA
GAGGACACCTTCATTGCTGATCTTTCTGTGGGTTTGGCAACGGGTCAAA

%
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TCAAAACTGGAGCTCCATGCAGGTCAGAGCGTCTTGCAAAGTACAACC
AGCTGTTGAGAATCGAAGAAGAGCTTGGATCAGAAGCGGTTTATGCTG
GAGCCAACTTCCGCAAGCCAGTGGAACCCTACCATCACCATCACCATC

Structurd Amb a 12 pentru expresia in celulele de insecte

GGATCCCGCAACCATCAAGGCAGTGAAAGCTCGTCAAATCTTCGACAG
CAGAGGCAACCCTACCGTTGAGGTGGATATTACTCTTTCTGATGGCACG

TTGGCACGGGCTGCTGTCCCCAGTGGTGCATCCACCGGTATTTACGAGG
CTCTTGAATTGAGAGATGGAGGGTCAGACTACCTTGGAAAAGGTGTCT
CTAAGGCTGTTGCAAACGTCAACACGATCATTGGCCCTGCTCTTGTAGG
CAAGGACCCAACTGATCAGACCGGTATCGACAATTTCATGGTTCAACA
ACTTGACGGAACCCAAAATGAATGGGGTTGGTGCAAGCAAAAGCTTGG
TGCCAATGCCATCTTGGCAGTTTCTCTTGCAGTTTGCAAGGCTGGTGCT
AGCGTTCTCAAAACTCCCCTTITACAAGCACATTGCCAACTTGGCTGGTA
ACAAGAACTTAGTTTTGCCAGTACCTGCATTCAACGTCATCAATGGTGG
ATCACATGCAGGAAACAAGCTTGCCATGCAGGAATTTATGATTCTCCCT
ATCGGTGCCTCCAGCTTTAAGGAAGCCATGAAGATGGGTGTTGAAGTA
TATCACAACTTGAAGTCTGTGATCAAGAAGAAATACGGTCAGGATGCA
ACAAATGTTGGTGATGAAGGTGGCTTTGCTCCCAATATTCAGGAAAAC
AAGGAQGGTC TTGAGTTGCTTAAGACGGCTATTGCTAAAGCTGGATAC
ACAGACAAGGTTGTCATTGGAATGGATGTTGCCGCATCTGAATTCTATG
GCGAGAAGGACAAGACCTATGATCTGAACTTCAAGGAAGAGAACAAC
GATGGCAAAGAAAAGATTTCAGGAGAACAACTAAAAGATCTTTACAAG
TCGTTTGTGAGTGAGTACCCCATTGTGTCCATTGAGGACCCATTTGACC
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AAGATGACTGGGAGCACTATGCCAAGATGACCGCTGAATGTGGCGAAC
AAGTTCAAATTGTAGGAGACGATCTTTTGGTCACCAACCCCACGAGAG
TCAAGAAGGCAATTGATGAGAAGACTTGCAATGCTCTTCTTCTAAAGGT
CAACCAAATTGGGTCTGTGACCGAGAGTATCGAAGCTGTGAGGATGTC
CAAACATGCTGGTTGGGGTGTGATGGCCAGTCACCGCAGTGGAGAAAC
AGAGGACACCTTCATTGCTGATCTTTCTGTGGGTTTGGCAACGGGTCAA
ATCAAAACTGGAGCTCCATGCAGGTCAGAGCGTCTTGCAAAGTACAAC
CAGCTGTTGAGAATCGAAGAAGAGCTTGGATCAGAAGCGGTTTATGCT
GGAGCCAACTTCCGCAAGCCAGTGGAACCCTACCATCACCATCACCAT
CACTAGCCCGGG

In tabelul 2 sunt redate rezultatele ELISA ale fiecarui alergen recombinat pentru
150 pacienti - % prevalenta iar in tabelul 3 protocolul de imunizare la iepuri (ex.

alergenul Amb a 8)

Tabel 2

Amb Amb Amb Amb Amb Amb Amb Amb Amb Amb
al al a4 asd ab ag a9 alo all al2
93% 41% 30% 12% 31% 26% 11% 15% 38% 29%
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Tabel 3
DO:
Ser
Greutate | preimun
Nume la (1,5-2,5 | D28: | D38 D49:
N° Sex antigen | Nume | inceputul | ml) | 2.INJ | 1.Test | 3. INJ
A .
Tepure (rdwant iz | YN | oo | peed | sC
concentratie SQ (8-
()
10
locatii)
19.03. | 16.04. | 26.04. | 07.05.
Dat
are 2018 2018 |2018 |2018
1 Tub
Ag+ | 1 Tub 1 Tu
3030 2o Ae~ 3-4ml As
338 |F ~Hm
CFA 1 500u 500u1
&250ul TFA IFA
(tuburi Freund
200 1 Tub
Hg) Ag+ | 1 Tub 1 Tube
250ul Ag+ Ag +
345 M 2530 CFA
500ul 500ul
&250ul | 1pp TFA
IFA

Pentru a descrie proiectarea, expresia, purificarea, caracterizarea alergenelor

recombinate de ambrozia, precum si inducerea si implementarea anticorpilor IgG
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alergen-specifici in inventie, Amb a 8 si Amb a 12 au fost folosite ca exemple

principale.

Exemplul 1: Proiectarea alergenului recombinat din polenul de ambrozia

Secventa de aminoacizi (aa) din Amb a 12 a fost preluatd din baza de date
Allergome (numér de acces AOA1B2H9Q5). Au fost sintetizate cu marker C-
terminal de hexa-histidind (His-tag) doud gene care codificd pentru Amb a 12.
Secventa uneia dintre cele doud gene a fost optimizatd pentru expresie in E. coli,
iar cealalta pentru expresie in celule de insecte Sf9. Pentru expresie in celulele de
insecte trebuie addugat un nucleotid suplimentar (citozind) dupd situsul de
restrictie N-terminal. Genele sintetice au fost clonate in fragmentul Ndel/Xholl al
situsului de clonare multipla al vectorului de expresie pET27b pentru expresia in E.
coli. Pentru expresia in celulele Sf9, gena a fost clonata in fragmentul BamHI/Smal
al situsului de clonare multipld al vectorului de expresie pTMI1. Dupa sinteza,
secventele de ADN au fost determinate prin secventiere (ATG Biosynthetics,

Merzhausen, Germania).

Exemplul 2: Expresia si purificarea alergenului Amb a 12

Pentru expresia in E. coli, vectorii care contin genele Amb a 12 au fost
transformati in tulpina de E. coli BL21 (DE3). Expresia proteica a fost realizatd in
cultura lichida de 250 ml prin inductie cu izopropil-B-tiogalactopiranozida 0,5 mM
(IPTG) la ODgqo (densitate opticd la 600 nm) de 0,6 peste noapte, la 37°C, iar apoi
celulele au fost recoltate prin centrifugare la 4000xg timp de 15 min la 4°C.
Sedimentul bacterian obtinut din cultura lichidd cu volumul de 250 ml a fost

resuspendat in 10 ml imidazol 25mM, pH 7,4, 0,1% (v / v) Triton X-100. Celulele

el
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au fost lizate prin trei cicluri de inghetare/dezghetare (-70°C / +50°C), ADN-ul a
fost degradat prin incubare cu 1 pg DNazi I timp de 10 min la temperatura
camerei, si resturile celulare au fost indepdrtate prin centrifugare (10000xg, 20 min
la 4°C). Amb a 12 a fost identificat in supernatantul care a fost dializat impotriva
solutiei tampon A (NaH,PO, 50mM, NaCl 300mM, imidazol 10mM) si a fost
purificat in conditii native pe coloane prin cromatografie de afinitate cu rasind Ni-
NTA (QIAGEN, Hilden, Germania). Fractiile, care contin proteine recombinate cu
puritate mai mare de 90%, au fost dializate impotriva NaH,PO, 10mM, pH 8,5 si
concentratiile finale de proteine au fost determinate utilizand kitul de analizi
proteica cu acid bicinchoninic (BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, SUA).

Pentru expresia in celulele de insecte, vectorii care confin genele Amb a 12 au fost
mai intdi transformate in celule £. coli DH10 competente, in care gena de interes
se transpune In bacmidd baculovirald. Clonele pozitive au fost selectate prin
screeningul de colonii albastre-albe, verificate prin PCR folosind primer M13
Forward si Reverse si amplificate prin cresterea peste noapte in 100 ml de mediu
de culturd lichid. ADN-ul bacmid a fost apoi izolat folosind kitul Midiprep
(Promega, Madison, WI, SUA). [nainte de expresia in celulele de insecte, a fost
necesard prepararea unui stoc de baculovirus, prin transfectia bacmidului (2 pg de
ADN bacmid purificat) in celulele S (2x10° celule), folosind reactivul de
transfectie FUGENE HD (Promega, Madison WI, SUA), pentru a primi primul stoc
de virus P1, urmat de infectia repetata a celulelor Sf9 cu baculovirus In cantitate
crescutd (stoc de virus P2 — 4 mL de P1 au fost adaugati la 20 mL de suspensie
celulard (1x10° celule / ml) si stoc de virus P3 — 10 ml P2 au fost adaugati la 50 ml
suspensie de celule). Expresia in celulele de insecte incepe prin addugarea de 50

uL solutie stoc de virus P3 la 1x10° celule in mediu fira FBS (ser fetal bovin), care

F0
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apoi se incubeazi la 27°C timp de 96 ore sub agitare constanta (110 rpm). Celulele
au fost apoi separate de supernatant prin centrifugare (4000xg, 5 min, 22°C).
Supernatantul a fost dializat peste noapte impotriva solutiei tampon A si apoi
purificat prin cromatografie de afinitate cu Ni*" in conditii native. Fractiile, care
contin proteine recombinate cu puritate de peste 90%, au fost dializate impotriva
NaH,PO4 10mM, pH 8,5, iar'concentra‘giile finale de proteine au fost determinate

utilizdnd kitul de analiza proteicd cu acid bicinchoninic (BCA Protein Assay Kit).
Exemplul 3: Caracterizarea alergenelor din ambrozia

Puritatea si masa moleculara au fost evaluate prin metoda SDS-PAGE si expuse in
Figura 1. Ambele alergene Amb a 12 (exprimatd in E.coli — eAmb a 12 si
exprimatd in celule de insectd — iAmb a 12) aratd o bandi clard pozitionatd sub
marcajul 55 kDa. Pentru a primi informatia despre comportamentul de
polimerizare a alergenelor recombinate, SDS-PAGE a fost efectuatd in conditii
reducétoare si non-reducétoare conform Figurii 1. Pentru conditiile reducitoare, o
probé de solutie tampon contindnd B-Mercaptoetanol a fost folositd si probele au
fost fierte la 95°C pentru 5 minute, iar pentru conditii non-reducétoare o solutie
tampon fara B-Mercaptoetanol a fost utilizatd. In conditii reducatoare, cele dous
alergene Amb a 12, eAmb a 12 si iAmb a 12, se prezintd ca proteine monomerice
(Figura 1, banda r). In conditii non-reducitoare, alergenele recombinate eAmb a 12
formeaza agregate, in timp ce iAmb a 12 aproape cd nu formeazi agregate (Figura

1, benzile nr).

Figura 2 sumarizeaza alergenele recombinate de ambrozia exprimate si purificate

pe un gel SDS-PAGE.

65
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Exemplul 4: Reactivitatea IgE a alergenelor recombinate

Reactivitatea a 150 de pacienti alergici la ambrozia pentru toate cele 10 alergene
recombinate din ambrozia a fost testatd prin ELISA. Alicote de 100uL, din fiecare
alergen recombinat de ambrozia diluat in PBS (136mM NaCl, 2.6mM KCI, 10mM
Na,HPO,, 1.7mM KH,PO,, pH 7.4) (concentratia = Sug/mL) au fost incubate peste
noapte la 4°C intr-o placd ELISA cu 96 de godeuri (Maxisorp Nunc, Thermo
Fisher Scientific Waltham, MA, USA). Placa a fost spélatd de doui ori cu PBST
(PBS; 0.05% [v/v] Tween20) si s-a realizat blocarea cu solutie tampon de blocare
(PBST, 3% [w/v] BSA) pentru 3 ore la temperatura camerei. Serul pacientilor a
fost diluat 1:5 cu PBST, 0.5% (w/v) BSA si 100uL din aceastd dilutie a fost
ad3dugatd per godeu in duplicate peste noapte la 4°C. Placile au fost spilate de cinci
ori cu PBST si anticorpii IgE legati ai pacientului au fost detectati cu 100uL/godeu
de anticorpi IgE (epsilon) policlonali de caprd anti-umani marcati cu peroxidaza
din hrean (HRP) (SeraCare, Milford, MA, USA) in dilutie 1:2500 cu PBST, 0.5%
(w/v) BSA si incubati 3 ore la temperatura camerei. Dupa cinci spalari substratul
de detectie a fost adadugat, acesta contindnd - 2,2'-Azino-bis(acid 3-
etillbenzotiazolin-6-sulfonic) sare de diamoniu (ABTS) (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA) dizolvatd in 60mM de acid citric, 77mM Na,HPO, 2H,0 si 3mM H,0,.
Absorbanta a fost masuratd la 405nm cu referintd la 490nm pe cititorul de
microplacd (Tecan infinite M200 Pro, Grodig, Austria). Procentul de pacientii
testati pozitiv a fost prezentat in tabelul 2. Frecventa reactivititii IgE la alergenele
noastre recombinate este comparabild cu frecventa raportatd in literaturd (Chen

KW, Marusciac L, Tamas PT et al., Int Arch of Allergy Immunol, 2018).

Exemplul 5: Imunizarea iepurilor cu alergene recombinate si inducerea de IgG

alergen—specifice

ok
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200ug de Amb a 8 pur recombinat a fost injectat subcutanat cu 250pl de adjuvant
Freund Complet (CFA) si 250ul de adjuvant Freund Incomplet (IFA) pentru prima
injectie, respectiv 500ul IFA pentru a doua si a treia injectie. Aceste 3 injectii au
fost administrate in intervale lunare. Prima proba de ser a fost luatd 1naintea
imunizarii (ser preimunizare), apoi la 10 zile dupa a 2-a injectie a fost prelevati a
doua probi de ser (ser imunizat I), iar in final la 10 zile dupa cea de-a 3-a injectie a
fost luata a treia proba de ser (care este in majoritatea cazurilor proba finali, serul
imunizat II). Protocolul de imunizare este sumarizat in Tabelul 3. Pentru a analiza
inducerea de IgG, un test ELISA a fost efectuat prin acoperirea cu rAmb a 8
(concentratia = Spg/ml.) peste noapte la 4°C pe o placd ELISA cu 96 de godeuri
(Maxisorp Nunc, Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA). Plicile ELISA
au fost spilate de doud ori cu PBST (PBS; 0.05% [v/v] Tween20) si s-a realizat
blocarea cu solutie tampon de blocare (PBST, 3% [w/v] BSA) pentru 3 ore la
temperatura camerei. Serurile de iepure Amb a 8—specifice (pre-imun, imunizat I si
imunizat IT) au fost diluate in pasi 1:10 incepand cu o dilutie de 1:1000 (8 dilutii)
cu PBST, 0.5% (w/v) BSA, iar 100uL din aceste dilutii au fost adiugate in
duplicate peste noapte la 4°C. Plicile au fost spilate de cinci ori cu PBST si
anticorpii IgG au fost detectati cu 100ul/godeu de anticorpi IgG policlonali de
caprd anti-iepure marcati cu peroxidaza din hrean (HRP) diluati 1:2500 cu PBST,
0.5% (w/v) BSA si incubati 3 ore la temperatura camerei. Dupd cinci spalari
detectia a fost efectuatd precum a fost descris in Exemplul 4. Anticorpii IgG legati
corespund valorilor méasurate prin densitate opticd (OD). Rezultatele ELISA au fost

expuse in Figura 3.

Figura 4 prezintd o ilustrare a modului de functionare a inventiei. Placa ELISA va
fi acoperitd cu o probd de testare, in acest caz utilizdnd extract de ambrozia.

Adaugand serul Amb a S5-specific si Amb a 8-specific, aceste alergene pot fi
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detectate in extract, dacd sunt prezente. Exemplul nostru a aratat cd extractul de

polen de ambrozia utilizat a continut Amb a 8, dar nu si Amb a 5.

Figura 5 prezintd o curbd standard folosind o concentratie exactd de Amb a 8.
Concentratia Amb a 8 corespunde unei valoarii exacte a OD in ELISA dupi
incubarea cu serul de iepure. Aceasti curbd standard permite cuantificarea

alergenelor de ambrozia in orice proba testata.
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REVENDICARI

1. Metoda de realizare a unui kit de testare cu anticorpi alergen-specifici pentru

detectia si cuantificarea alergenelor din polenul de ambrozia caracterizati

prin aceea cii anticorpii alergen-specifici pentru zece alergene de ambrozia

sunt produsi parcurgand urmatoarele etape :

Sintetizarea unei secventei ADN a alergenului pentru care se doreste
obtinerea de anticorpi specifici, in care secventa poate si contind His-
Tag (6xHis) N- sau C- terminal, iar pentru inldturarea secventei His-
Tag se include o secventda TEV sau orice altd secventd pentru
inlaturarea His-Tag, asupra céreia va actiona o enzima.

Clonarea secventei ADN intr-un vector de expresie.

Efectuarea expresiei proteice a alergenului recombinat in E. coli
utilizdnd o tulpind BL.21, expresia in celule de insecte fiind realizata
in celule SfY.

Extragerea sau izolarea pentru purificare a alergenelor recombinate de
ambrozia.

Eliminarea prin dializd, impotriva solutiei tampon finale a tuturor
substantelor din solutia de alergen recombinat de ambrozia dupi
purificare.

Depozitarea alergenelor recombinate dupa expresie si purificare la
temperaturi intre -20°C si -80°C péna la utilizarea lor in imunizarea
unor iepuri.

Utilizarea alergenelor recombinate de ambrozia pentru a imuniza

iepurii cu scopul de a produce anticorpi alergen—specifici de tip IgG



RO 135067 A0

21

prin injectare subcutanati aalergenul recombinat intr-un iepure de rasa
albid de Noua Zeelanda, in intervale lunare.

e Adaptarea cantitatii de alergen, a intervalului si timpului injectiei.

e Folosirea unor adjuvanti pentru a spori productia de IgG.

e Implementarea anticorpilor IgG alergen—specifici pentru ambrozia
indusi la iepure intr-un test de tip imunoblot precum testul
imunosorbant legat de enzimé (enzyme-linked immunosorbent assay -
ELISA), testul dotblot sau orice alt sistem bazat pe acelasi principiu.

. Metoda de realizare a unui kit de testare cu anticorpi alergen-specifici pentru

detectia si cuantificarea alergenelor din polenul de ambrozia conform

revendicarii 1 caracterizatd prin aceea cid pentru expresia E. coli sunt
potriviti vectorii pET17b sau pET27b, iar pentru expresia celulei de insectd
poate fi folosit vectorul pTM1.

. Metoda de realizare a unui kit de testare cu anticorpi alergen-specifici pentru

detectia si cuantificarea alergenelor din polenul de ambrozia conform

revendicdrii 1 caracterizati prin aceea cd dacd 6xHis este prezent, atunci
purificarea poate fi realizatd utiliziAnd cromatografie chelatoare cu Ni2*, sau
folosind alte metode cromatografice.

. Metoda de realizare a unui kit de testare cu anticorpi alergen-specifici pentru

detectia si cuantificarea alergenelor din polenul de ambrozia conform

revendicdrii 1 caracterizati prin aceea ci adjuvantii adecvati pot fi
adjuvantul Freund (complet si incomplet), hidroxidul de aluminiu (AIOH) si
altele.

. Metoda de utilizare a unui kit de testare cu anticorpi alergen-specifici pentru

detectia si cuantificarea alergenelor din polenul de ambrozia caracterizati

prin aceea ca anticorpii specifici pentru cele zece alergene recombinate de

ambrozia sunt folositi in felul urmator :

0f
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e O proba de interes ce trebuie analizatd (extractul alergenic, proba din
mediu) va fi addugatd pe o placd de microtitrare cu 96 de godeuri
conform principiului testului ELISA.

e Placa de microtitrare va fi incubatd cu serul de iepure care contine
anticorpi IgG specifici pentru fiecare alergen din ambrozia astfel ca
anticorpii se vor lega dacd alergenul corespunzitor este prezent in
proba analizata.

o Detectarea anticorpilor IgG de iepure legati se face cu anticorpi anti-
IgG de iepure marcati cu o enzima.

e Adidugarea unei solutii pentru producerea unei reactii de culoare
(HRP-verde, AP-galben).

e Maisurarea reactiei de culoare prin spectrofotometrie.

e Utilizarea unor controale negative necesare pentru a distinge intre o
reactie pozitiva si una negativa.

e Cuantificarea alergenelor din proba de interes utilizind alergenul
recombinat de ambrozia ca standard de concentratie.

6. Metoda de utilizare a unui kit de testare cu anticorpi alergen-specifici pentru
detectia si cuantificarea alergenelor din polenul de ambrozia conform
revendicirii 5 caracterizati prin aceea c¢i enzimele care sunt legate de
anticorpii anti-IgG de iepure, folosite in etapa de detectie a anticorpilor IgG de
iepure pot fi peroxidaza din hrean (HRP), fosfataza alcalind (AP) sau alte
enzime disponibile pe piata.

7. Metoda de utilizare a unui kit de testare cu anticorpi alergen-specifici pentru
detectia si cuantificarea alergenelor din polenul de ambrozia conform

revendicdrii 5 caracterizatd prin aceea ca anticorpi anti-IgG de iepure,
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nemarcati, pot fi folositi initial, iar apoi detectati cu anticorpi secundari

marcati cu o enzima.

. Metoda de utilizare a unui kit de testare cu anticorpi alergen-specifici pentru

detectia si cuantificarea alergenelor din polenul de ambrozia conform
revendicarii 5 caracterizati prin aceea cd solutia tampon de control
(incubarea solutiei tampon in locul serului de iepure) si/sau serul pre-imun
(serul de iepure colectat inaintea imunizdrii cu alergenul) pot fi folosite ca si
controale negative.

Kit de testare cu anticorpi alergen-specifici pentru detectia si cuantificarea
alergenelor din polenul de ambrozia caracterizata prin aceea ci este compus
din zece probe de anticorpi specifici pentru zece alergene din ambrozia
(specifici pentru Amb a 1.01; Amb a3; Amba4; Amba5; Amba 6; Amb a 8;
Amb a 9; Amb a 10; Amb a 11 si Amb a 12) in care o placad cu 96 de godeuri
(ELISA) este acoperitd cu proba ce urmeaza a fi testatd (extract de ambrozia,
probd de mediu) si cu alergenele recombinate (Amb a 1.01; Amb a 3; Amb a
4; Amb a 5; Amb a 6; Amba 8§ Amba9; Amba 10; Amb a 11 si Amb a 12),
dupd care serurile pre-imune de iepure sunt adaugate peste alergenele
corespunzitoare folosind drept control negativ, urménd ca serurile imune de
iepure specifice ficarui alergen de ambrozia sd fie addugate in godeurile
acoperite cu alergenul corespunzétor (control pozitiv) si in cele in care se afli
proba astfel incat se detecteaza prezenta anumitor alergene in proba testat.
Kit de testare cu anticorpi alergen-specifici pentru detectia si cuantificarea
alergenelor din polenul de ambrozia conform revendicérii 9 caracterizati
prin aceea ci in cazul serurilor de iepure specifice alergenelor din ambrozia,
reactivitatea IgG poate fi observatd in urma unei reactii de culoare, masurati

fotometric si afisatd ca densitate optica (OD) determinandu-se dacid proba

0
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analizatd (extract alergenic, probd din mediu) contine alergenul corespunzitor

IgG specific care a legat de proba.
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