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Sesionesplenarias

GENETICA DE LA ALERGIA

Genes reguladores de la respuesta alérgica

presentan un indiscutible origen genético, aun cuando se sumen

también fuertes condicionantes ambientales. La valoracion de la in-
fluencia genética en un determinado carécter o en una enfermedad se redliza
estudiando la agrupacion familiar de casos y especialmente en el estudio de
gemelos univitelinos. Cuando la influencia genética es méxima la coinciden-
cia sera del 100%, pero si es minimay sélo depende de factores ambientales
el porcentaje de coincidencia sera aproximadamente similar a de la pobla-
cion no relacionada. Son numerosas y antiguas las observaciones que prue-
ban la incidencia familiar de la alergia, pero no hay acuerdo sobre € tipo de
herencia, muy posiblemente poligénica y ademas la base genética esta muy
modificada por las circunstancias ambientales-*.

I a sensibilizacion atpica y las enfermedades con patogenia alérgica

GENES Y REGIONES CROMOSOMICAS CANDIDATAS

Los genes que codifican proteinas presuntamente relacionadas con la
respuesta alérgica se hallan repartidos por los diferentes cromosomas. No
obstante, algunas regiones han merecido especial atencién de los investigado-
res por considerarse mas probablemente involucradas en la produccién de
atopia y/o asma. Reciben el hombre de “regiones candidatas’ y son revisadas
a continuacion (Fig. 1).

Cromosoma 5

El brazo largo del cromosoma 5 levanté gran interés, porque contiene una
agrupacion (“cluster”) de genes relacionados con la respuesta inmunitaria. Se in-
cluyen citoquinas como IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL12 e IL-13; ademés estén los
genes de los receptores beta-1 y beta-2 adrenérgicos; factores estimulantes de
colonias (GM-CSF y CSF -1R) y otros como € receptor en endotoxinas (CD14)
y € factor liberador de interferén (IRFL)%2,

Citoquinas. Estudios iniciales realizados en familias holandesas™® y por
Marsh** en poblacién amish de Pensilvania, muy endogamica, concluyeron
gue la IgE total elevada, la hiperreactividad bronquial y el asma se asociaban
con marcadores localizados alrededor del cluster de genes de la IL-4 y del
gen del receptor beta 2 adrenérgico. Posteriormente, otros investigadores no
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Fig. 1. Algunos genes con supuesta influencia en la atopia. Cromosoma 1: Molécula CD30 (1) y cadenas alfa y gamma del receptor FceRI (2).
Cromosoma 5: Cluster de interleukinas (1) y receptor beta adrenérgico (2). Cromosoma 6: Complejos HLA, incluyendo TNF (1) y receptor IFNg
(2). Cromosoma 7: Cadena gamma y beta de TCR (1 y 2). Cromosoma 11: Cadena beta del receptor FceRI (1). Cromosoma 12: IFNg (1).
Cromosoma 14: cadenas alfa y delta del TCR (1). Cromosoma 16: Receptor de IL-4 e IL-13 (1). Cromosoma 19: CD23 o FceRIl (tomado de

Blanco Ay col’).
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Fig. 2. Principales genes localizados en el llamado cluster de
inteleukinas del cromosoma 5.

pudieron corroborar estos hallazgos®. Aunque los prime-
ros hallazgos en genes relacionados con la IL-4 fueron
esperanzadores, luego no se halld asociacién entre asma
0 niveles altos de IgE y variaciones aélicas de la region
5031, o esta asociacion fue muy débil. Aln queda la

posibilidad de repetir la investigacion con mayor muestra
para aumentar la potencia estadistica (Fig. 2).

Entre 1996 y 1997 Rosenwasser y col.® publicaron
lainfluencia de los genes de la region promotora de IL-4
e IL-10, insistiendo en el interés del estudio de esta re-
gién genética®*®, Posteriormente, en 1998 Noguchi y
col.# halaron un polimorfismo (C-590T) que se transmi-
tia en desequilibrio entre familiares asméticos, pero sin
relacién con las cifras de IgE.

Receptor beta-2-adrenérgico (B2-R). En €l afio
1995 se publicaron algunos resultados prometedores so-
bre la asociacion de asmay modificaciones de la secuen-
cia del B2-R. Se hall6 una elevada presencia de arginina
en posicion 16 (Argl6) en pacientes con asma
nocturna?, el alelo Glu27 en hiperreactividad bronquial,
y estudios funcionales mostraron que el Gly16 altera la
respuesta del B2-R ante los estimulos®. En otro sentido,
se encontraron rpidas pérdidas de |as respuestas bronco-
dilatadoras mediada por beta-2-adrenérgicos en los ho-
mocigotos Gly16 y un menor efecto en homocigotos
Argl6*. La variante Argl6 y la respuesta a farmacos
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broncodilatadores también se asoci6 fuertemente (63%)
a nifios asmaticos®.

Con posterioridad los resultados no parecieron tan
claros. Dewar y col.* no hallaron relacion entre asma 'y
cualquier tipo de polimorfismo B2-R y solo una pobre
significacion estadistica para la asociacion Gly16 y ato-
pia, algo que, sin embargo, no comprobaron Deichman y
col.?. Ramsay y col.”? comunicaron diferencias con res-
pecto a la respuesta a histamina pero no con diagnéstico
clinico de asma. En una reciente y amplia revisién sobre
el gen B2-R se duda acerca de su influencia sobre €l as-
ma o la atopia, se deja abierta la posibilidad de su rele-
vancia en la respuesta a broncodilatadores y se concluye
gue los defectos B2-R pudieran ser consecuencia del as-
may no causa®.

Cromosoma 6

El sistema HLA esta situado en € cromosoma 6 y
su relacion con la atopia ha sido muy revisado®®2,

Estudios de alelos. En enfermos alérgicos se hallo
una frecuencia incrementada (39%) de los alelos DR3 y
DRY7, frente a controles (5%), sospechandose que e ha
Ilazgo se relaciona més con la atopia en general, que con
la respuesta contra un determinado alergeno o con € as-
mat. Se comunicaron diferentes asociaciones como el
asma ocupacional y HLA-DQB1*0503%. Ademas se &fir-
mo que el DQA1*0103 y DQB1*0502 serian protectores
de la atopia®, pero curiosamente otros autores encontra-
ron alelos protectores diferentes®. Nosotros hallamos
asociacion del alelo DQA1*0201 con la atopia 'y papel
protector del DQA1*0301*. Quiza los diferentes resulta-
dos hallados se deban a aspectos técnicos 0 mas proba-
blemente a variaciones regionales o poblacionales. La
participacion del sistema HLA y del HLA-DQAL en la
susceptibilidad de la atopia es muy debatida y revisada®.

En alérgicos a dermatofagoides se hallé primitiva-
mente aumentado el alelo DRB1*04 y el 07, posterior-
mente otros autores hallaron e DQA1*0301%, y mas re-
cientemente el haplotipo DRB1*1101, DQA1*0501 y
DQB1*0301, alcanzando riesgos relativos muy elevados,
entre 8,2 y 15,8 en una poblacién venezolana®. Autores
japoneses identificaron varios epitopos en un antigeno de
Dermatofagoides pteronyssinus (Der pll) que estan res-
tringidos a ser presentados por moléculas HLA
DRB1*1502 y B1*0405, ambos al€los tipicos de la po-
blacién japonesa, sin embargo, sélo en los que ademas
de tener estos alotipos eran atdpicos mostraban respuesta
tipo Th2¥. Se cree que aunque los alergenos sean reco-
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nocidos y presentados de forma especifica por ciertas
moléculas HLA, para que haya alergia deben concurrir
factores adicionales desconocidos que causan la especifi-
ca presentacion a células Th2*.

En Barcelona, €l riesgo de asma por inhalacion de
soja se relaciond con e gen DRB1*13 y determinados
alelos solo fueron hallados en los casos epidémicos y no
en € resto de los asmaticos. Por e contrario no se rela-
ciono con € gen DQB1*. Muy probablemente una pre-
disposicion genética contribuy6 a la respuesta de los pa-
cientes asméaticos expuestos al polvo de soja.

La alergia a polen de olivo se asoci6 a individuos
que poseen el antigeno HLA-DR7 DQ2 y segln parece
las moléculas DR7-DQ2 estan implicadas en el recono-
cimiento del polen de olivo y en la presentacién a los
linfocitos®. HLA-DQ?2, la sensibilizacién a acaros o a
alergeno Amb aV del polen de ambrosiay HLA-
DQB1*0101, sin embargo, también hay estudios bien
documentados en los que se concluye |la ausencia de
asociacion entre genes HLA y alergia a polvo domésti-
co®. El DRB1*08 ha sido asociado tanto a la sensibili-
zacion al cacahuete® como a la asociacion cacahuete-
gramineas™.

En nuestro pais e aelo DR11 se encontrd elevado
en pacientes sensibilizados a AINES, pero s6lo en casos
con reaccion anafilactoide y no en los que presentaron
angioedema®. Por otra parte, se hallé una implicacion
funcional de los alelos DR7 y DQ2 en el reconocimiento
del alergeno Ole e 1*, mas tarde se publicod su relacion
con el gen Fc épsilon Rl-beta y se observé asociacion
entre la sensibilizacién a Ole e 3 y el alelo
DQB1*0201*.

Otros genes. Una mutacion del gen del receptor 1
del IFNg situado en el cromosoma 6q revelé una suscep-
tibilidad incrementada a las infecciones por micobacte-
rias, indicando la importancia de la respuesta tipo Thl
frente a estos gérmenes““, pero este fallo no parece fa
cilitar directamente la atopia, aln cuando se dice que €
IFNg protege de la atopia.

El TNFa es una potente citoquina proinflamatoria,
Cuyo gen esta situado dentro del cluster HLA, asi como
el TNFb o linfotoxina (LT). Los genes de ambas formas
de TNF han sido implicadas en |la atopia y asma. Unos
autores hallaron asociacién del asma con un polimorfis-
mo del TNFb denominado LTaNcol“, mientras que
otros relacionaron el asma” o la hiperreactividad bron-
quia“® con un polimorfismo del gen promotor del TNFa
(-308TNF). Nosotros en un estudio con 65 casos no rela-
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Fig. 3. Localizacion de los genes del TNFa y TNFb o linfotoxina (LT)
dentro del cluster de HLA.

cionados confirmamos la asociacion del polimorfismo
-308TNF del TNFa en atépicos y en asméticos (RR:
9,44), pero no pudimos confirmar la asociacion con el
LTaNcol del TNFb*® (Fig. 3).

Cromosoma 11

En uno de los primeros estudios sobre el tema,
Cookson y col.%t hallaron relacion entre el asma, los anti-
cuerpos IgE y larinitis y un gen situado en e cromoso-
ma 11, insistiendo en su hipétesis de herencia autosomi-
ca dominante para la atopia®. Luego identificaron un
marcador genético (D11S97) en la region 11913 que
presentaba un fuerte ligamiento con la atopia, y que era
[lamativamente més intenso cuando se heredaba por ra-
ma materna®. El hallazgo en D11S97 se confirmd par-
cialmente en una poblacion japonesa, pero en lo que di-
sienten la mayoria de autores es en considerar la atopia
COMO Un proceso autosdomico dominante™.

Los iniciales estudios prosiguieron sobre € gen co-
dificante de la cadena beta del receptor de alta afinidad
para la IgE (Fce-RI) que estaba muy cerca, también en
la region 1113, especificamente en el axén 6%. Sin em-
bargo, muchos autores no confirmaron los cambios de
nucledtidos (Leu 181/183) previamente descritos en €l
exén 6 del Fce-RI®%. Por €ello, las investigaciones en €l
exon 6 se suspendieron, recomendandose dirigirlas hacia
el exén 7.

Se describié una sustitucién genética (E237G) en
el 3,5-5% de las poblaciones australianas, japonesas e
inglesas que se ligaba al asmay a la hiperreactividad
bronquial, aunque no se aclaré si la sustitucion consti-
tuia una mutacién causal del asma o si estaba en dese-
quilibrio de ligamiento con otra mutacion determinante,
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Fig. 4. Principales genes del cromosoma 11 relacionados con la
atopia alrededor del gen de la cadena beta del FceRl.

todavia sin descubrir. Algunos autores habian comuni-
cado la asociacion del asmay la atopia con un polimor-
fismo situado en €l intrén 2 del gen FceRIb, en un es-
tudio hecho en nuestro laboratorio no confirmamos este
hallazgo en poblacion de Castilla y Ledn®. Realmente
no pudimos confirmar asociacion con ninguno de los
marcadores propuestos en este gen (Rsal, en el intrén
2; Leu 181/183 en el axdn 6 y E237G, en el axén 7).
Similar resultado negativo fue comunicado en pobla-
cion holandesa™. No obstante, recientemente se abrié el
tema a hallarse relacién de ciertos alelos Rsal con as-
ma, eosinofilia o niveles elevados de IgE, en poblacién
australiana® (Fig. 4).

Cromosoma 12

El estudio del cromosoma 12 se ha
recomendado® porque su brazo largo contiene los ge-
nes codificadores del IFNg, los del factor de creci-
miento similar a la insulina (IGF1) y de la forma
constitutiva de la sintetasa del 6xido nitrico (NOSL).
Una muestra de la isla Barbados mostré un fuerte li-
gamiento para 2 grupos de marcadores cercanos al
gen del IFNg; la investigacion se repitié en 12 fami-
lias amish, y se confirmé en 3 de los 4 centros partici-
pantes en un Estudio Colaborativo Americano sobre la
Genética del Asma (CSGA). También fue prometedor
el hallazgo, en 60 familias, de ligamiento del asmay
de la atopia con marcadores situados en una zona dis-
tal de la region 12q, que comprende unos 12cM entre
los marcadores D12S366 y D12S377%. El ligamiento
méas fuerte lo mostré el marcador D12S97, que es mas
telomérico que el gen IFNg. El ligamiento de la atopia
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a este marcador también fue comprobado en otra
muestra de 131 familia’.

Contrariamente a estos resultados positivos, Hay-
deny col.*, estudiando 265 pacientes venezolanos y aus-
tralianos, no hallaron polimorfismos en los 4 exones del
propio gen del IFNgy en las regiones que los flanquean.
Al contrario, afirman que se trata de una region extraor-
dinariamente conservada y que tienen muy poca variabi-
lidad®:.

Cromosoma 7y 14

En el cromosoma 14 esta el gen codificante de la
cadena alfa del receptor de las células T (TCRa) y de la
cadena delta, mientras que los genes de las cadenas
gamma y beta estan en 7p y 7q, respectivamente®?. Se
comunicaron asociaciones entre sensibilizacién a deter-
minantes alergénicos muy purificados y microsatélites
del gen TCRa, en e cromosoma 14. Al menos se reali-
zaron dos estudios familiares independientes, uno brita-
nico y otro australiano*. Un ligamiento significativo a
alelos de microsatélites TCRa se observo en pargjas de
hermanos britanicos sensibilizados a écaros (p=0.0001)*.
En los sujetos australianos existié un exceso compartido
de alelos en hermanos sensibilizados a polen (p=0.004).
Parece que un gen en la regién TCRa pudiera modificar
la respuesta IgE especificatt. Por el contrario, no apare-
cen indicios de ligamiento entre los procesos alérgicos y
la cadena beta del TCR.

L os atépicos reaccionan contra alergenos peculiares
e inhabituales y la regulacion genética de la respuesta
IgE frente a un alergeno especifico seguramente es dife-
rente de la regulacion de la IgE total. La produccién de
anticuerpos IgE especificos pudiera depender de varian-
tes de la molécula HLA, presentadora del alergeno, o del
receptor de las células T (TCR) que recibira la informa-
cion, pues estas moléculas son centrales en € mangjo y
reconocimiento antigénico. Sus cadenas alfa y beta son
codificadas por genes situados en diferentes cromoso-
mas, 14y 7%

Hasta ahora el papel que pueda tener el TCR en la
atopia no esta suficientemente claro y mucho menos su
influencia genética.

Cromosoma 16

En el cromosoma 16 se codifica la molécula alfa
del receptor de la interleukina-4 (IL-4R). Investigado-
res de San Luis comunicaron una mutacién de esta ca-
dena que le hace hipersensible a su ligando natural, la
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IL-4, citoquina directamente implicada en la sintesis
de IgE. Esta alteracién (R576) consiste en la sustitu-
cion de una glutamina por una arginina en la posicion
576 y fue hallada con mas frecuencia en enfermos
alérgicos que en controles. En 1998, Deichmann y
col® insistieron en la presencia de marcadores colin-
dantes a gen del IL-4R (Cr.16p12) que eran transmi-
tidos a hijos atdpicos, pero Unicamente por rama ma-
terna. Sin embargo, en un reciente estudio con 82
familias japonesas no se hall6 asociacion ni del asma
ni de la atopia con marcadores de esta zona (D165298
y D16S403), tampoco se encontrd con el polimorfis-
mo Q5/6R*. Muy recientemente Shirakawa y col® re-
saltaron que €l receptor de la IL-13, también muy re-
lacionada con la atopia, comparte su cadena alfa con
el IL-4R, por lo que sus anomalias podrian tener una
doble influencia y debe ser motivo de especial aten-
cion.

COMENTARIOS FINALES

El estudio genético de la atopia se esta encontrando
con mayores dificultades de las previstas y los hallazgos
no han tenido la relevancia'y repercusion que e esfuerzo
merecia. La historia reciente de las investigaciones es
una relacion de hallazgos que préacticamente nunca son
universalmente corroborados. Suelen ser marcadores ge-
néticos propios de poblaciones restringidas. Todo hace
pensar que las variaciones raciales, incluso familiares,
son importantes y los hallazgos genéticos que se vayan
consiguiendo tienen que comprobarse en poblaciones
distintas, precisandose grupos de trabajo colaborativos
repartidos por todos los continentes.

El problema de la patogenia inmunol égica alcanza
una gran complejidad. De forma méas o menos directa
son numerosas las células, las citoquinas, 10s receptores
y los mensgjeros intracelulares que pudieran facilitar una
reaccion atopica. Se habla de “genes candidatos” pero
antes deberiamos aclarar los “factores inmunitarios can-
didatos’, y a continuacion buscarles sus anomalias gené-
ticas.

Los problemas genéticos de carécter técnico tam-
bién son serios. Un mapeo superficial orienta hacia re-
giones cromosdmicas con marcadores asociados a ato-
pia 0 asma, pero luego hay que completar el estudio
con una identificacion detallada y lenta. Sin embargo,
este campo tecnolégico es el que muestra un futuro



més optimista por el sorprendente avance de la genéti-
ca.

La principal y elemental limitacién de los estudios
genéticos es que a pesar de convivir con las enfermeda-
des atépicas siguen siendo muy desconocidas y lo que
se manifiesta es cuando los genetistas reclaman fenoti-
pos concretos y objetivos. Es un asunto fundamental y
alin més importante en Pediatria, donde €l nifio no at6-
pico o no asmatico todavia puede llegar a serlo afios
mas adelante.

No parece que a corto plazo la genética pueda
solucionar el origen de la atopia y el asma, pero es
facil y deseable que la identificacion de ciertos mar-
cadores genéticos pueda facilitar la clasificacion de
diferentes subtipos de enfermos, con interesantes
aportaciones diagnésticas, pronésticas y terapéuti-
cas.
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MHC class || histocompatibility antigensin the
selection of T cell responsesto house dust mite
derived allergens

INTRODUCTION

The theoretical aim of specific immunotherapy is to vaccinate
with allergen or its derivatives under conditions that will inhibit the
allergen specific response leaving the remainder of the immune sys-
tem functionally intact. In addition to specific IgE, a characteristic
finding in allergic inflammation, both CD4+ T cells, which express a
Th2-dominant cytokine profile and eosinophils, are major components
of the cellular infiltrate present at the disease site. It is believed that
eosinophils contribute to airway hyper-responsiveness in asthma th-
rough epithelial damage by basic granule proteins, and that similar
mechanisms may contribute to upper airway inflammation in rhinitis.
Eosinophil chemoattractant chemokines, in particular eotaxin and
RANTES are now recognised as important factors leading to the eosi-
nophil response and the regulation of these chemokines is mediated
by CD4+ T cells. T cell activation following allergen exposure is not
limited to atopic individuals and T cells reactive with allergen can be
identified in the peripheral repertoire of subjects who are not geneti-
cally susceptible to allergic disease, but they are of the Thl phenoty-
pe and have no apparent pathogenic role. Because CD4+ T cells are
central to the regulation of allergen specific responses they provide
an obvious target for immunotherapy. Although successful for a num-
ber of allergens, vaccination with intact native allergen carries the
risk of inducing anaphylaxis and, therefore, the need remains to deve-
lop novel therapeutics, such as subunit vaccines. The regulation of T
cell function, whether in the induction Thl immunity or tolerance in
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Th2 cells, is controlled by transplantation antigens.
Here we will discuss the role of MHC class Il mo-
lecules in T cell targeted subunit vaccines using
two examples. Firstly, human CD4+ T cell recogni-
tion of native and analogue peptides derived from
Der p 2, the group 2 allergen of HDM. Secondly,
the induction of tolerance to MHC class Il restric-
ted T cell epitopes of the group 1 allergen of
HDM, Der p 1 in an in vivo experimental model of
T cell tolerance in mice.

HUMAN CD4+ T CELL RECOGNITION OF
DER P 2: THE INFLUENCE OF MHC CLASS
Il ON EPITOPE SELECTION

In order to identify the location of the major T cell
epitopes in Der p 2, proliferative responses to overlap-
ping synthetic peptides derived from the predicted amino
acid sequence of Der p 2 were analysed. The pattern of
recognition was determined for polyclonal T cells from
HDM atopic and non-atopic individuals. T cell reper-
toires of both atopic and non-atopics were reactive with
Der p 2 and no peptides were identified that induced res-
ponsiveness selectively in subjects from either the aler-
gic or control group. T cell responses to all regions of
Der p 2 were detected, nevertheless, peptides covering
the sequences 11-50 and 61-104 were dominant. The
analysis was extended to T cell clones and it was confir-
med that four distinct T cell epitopes were presented and
located within residues 16-31, 22-40, 82-100 and 111-
129. Interestingly, over time the pattern of recognition
did not vary suggesting there is no plasticity in the res-
ponse.

The MHC class Il restriction of T cell clones, al
isolated from the same individual was probed using
monoclonal antibodies reactive with HLA-DP, -DQ and
-DR to inhibit antigen proliferation. The inhibition of T
cell proliferation by the addition of either anti-HLA-
DR or anti-HLA-DQ antibodies suggested that Der p 2
peptides could be presented by HLA-DR and -DQ but
not HLA-DP molecules in this individual. Antigen
presented by EBV-transformed B cell lines characteri-
sed for their expression of HLA-D region gene pro-
ducts demonstrated that recognition of peptides 16-31
and 111-129 was restricted by HLA-DQ (DQB1*0301),
whereas peptide 82-100 is recognised in association
with HLA-DR (DRB1*1101). Peptide 22-40 was pre-
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sented by both HLA-DRB1*1101 and -DQB1*0301
class Il molecules.

Genetic epidemiological studies have failed to
establish a clear association between the expression
of a particular HLA phenotype and allergic responsi-
veness to HDM. In addition, to the restriction speci-
ficities described above the ability of HLA-DRB3, -
DRB5 and -DP molecules to present HDM derived
allergens has been reported. Thus, it appears that
many different MHC class Il molecules can bind and
present multiple HDM epitopes which would imply
subunit vaccines remain a viable proposition in the
treatment of HDM allergy.

ALTERED T CELL LIGANDS IN THE
MODULATION OF T CELL RESPONSES:
STUDIES ON DER P 2

It is now well established that single amino acid
substitutions introduced at the T cell receptor (TCR)
contact residues can bring about subtle modifications
in the structure of peptides. Recognition of these pep-
tide analogues, termed altered T cell ligands, through
changes in the affinity of the interaction between
TCRs and their ligands can result in partial signalling
such that only selected effector function of the T cells
is induced. Since both allergen specific Th2 and ThO
cells are present in the peripheral CD4+ T cell pool of
atopic individuals the potential to inhibit cytokine
production by Th2 cells and promote Thl cytokine
production by ThO cells may contribute to the down-
regulation of allergic inflammation. The effects of al-
tered T cell ligands derived from a dominant T cell
epitope in Der p 2, residues 28-40, on proliferation
and cytokine production by human Th2 and ThoO cells.
From both functional competition and proliferation as-
says, using analogues substituted with alanine or char-
ged amino acids, the influence of different positions
in p28-40 on TCR recognition and/or MHC class 11
binding was determined. For the ThO cells, generally
those analogues that lead to a reduction in prolifera-
tion also decreased both IL-4 and IFN-g production.
However, the p28-40 analogues with alanine residues
at either position 34 or 36 altered the IFN-g IL-4 ra-
tio by selectively enhancing IFN-g secretion. As re-
gards Th2 cells, stimulation with the peptide analo-
gues induced different patterns of effector function.



Selected analogues induced |L-4 production in the ab-
sence of proliferation, whereas in response to other
peptide variants of p28-40, both IL-4 production and
proliferation were inhibited. The p28-40 analogue
with both residues at positions 34 and 36 substituted
by alanine further enhanced IFN-g production by ThO
cells but had no effect on IL-5, IL-10 or TGF-b synt-
hesis. The modulation of T cell effector function with
altered T cell ligands may have practical applications
in reprogramming allergic inflammatory responses by
promoting Thl cytokines.

PEPTIDE-INDUCED TOLERANCE IN A
MURINE MODEL OF RESPONSIVENESS
TO HDM: INSIGHTS INTO THE
MECHANISMS OF ALLERGEN
DESENSITISATION

In normal circumstances inhaled non-pathogenic
proteins do not provoke strong immunity but induce
tolerance and the ability of the respiratory immune
system to remain unresponsive to inert antigens ente-
ring the airways is important in maintaining homeos-
tasis. The mechanisms regulating mucosal tolerance
are poorly understood however, genetic and external
environmental factors interact to affect the functional
outcome of processing and presentation of allergens
in the lung. Under certain conditions, these normal
regulatory mechanisms may breakdown and drive lo-
cal inflammation, such as occurs in asthma. Unders-
tanding these mechanisms in the long-term will aid
in the development of immunotherapy. In order to
address this question we have investigated the cellu-
lar and molecular of respiratory mucosal tolerance in
an experimental model induced by intranasal deli-
very of a peptide p110-130 from Der p 1, which con-
tains the immunodominant epitope. Tolerance is anti-
gen specific, long lasting and mediated by regulatory
CD4+ (Tr-1) T cells. It is accompanied by downre-
gulation of cytokines (IL-2, IL-5 and IFN-g) but the
presence of immunosuppressive cytokines such as
IL-10 and TGF-b was not detected. Intranasal treat-
ment with the dominant peptide alone inhibited res-
ponses to all peptides in the intact Der p 1 protein.
As the natural history of these Tr-1 cells, which are
in part responsible for the induction and maintenance
of respiratory mucosal tolerance unfolds vaccination

MHC class histocompatibility antigens in the selection of T cell responses

aimed at selectively inducing this population may
become possible.
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sumario

Aspectos genéticos de laintolerancia a
AINEsYy su correlacion clinica

as reacciones idiosincrasicas inducidas por farmacos antiinflamato-

rios no esteroideos (AINES) son un grupo heterogéneo de sindro-

mes" 2, desde el punto de vista clinico y, posiblemente patogénico.
Ante la ausencia de un marcador especifico que nos pueda confirmar el diag-
néstico de estas reacciones, debemos de clasificarlas esencialmente a partir
de sus diferentes rasgos clinicos y bioldgicos. En 1996, propusimos una cla-
sificacién de las reacciones a AINEs basada en 3 aspectos diferentes?, pero
estrechamente relacionados, como fueron la descripcion clinica del sindrome
(de forma histérica o través de la provocacion oral controlada), la existencia
de enfermedades concomitantes asociadas y por ultimo, segin el patron de
reactividad cruzada entre los diferentes AINEs durante la realizacion del test
de provacacion.

LOS SINDROMES CLINICOS

Las reacciones gque aparecen durante la provocacién oral controlada con
AINESs en pacientes susceptibles incluyen sindromes clinicos muy definidos?.
Estas reacciones pueden ser de tipo cutaneo (urticaria y angioedema), de tipo
respiratorio (rinitis y asma bronquial) y de tipo sistémico, indiferenciables de
una reaccion anafiléctica.

Dentro del grupo de pacientes con reacciones de tipo cutdaneo debemos
de destacar aquellos que presentan una combinacién variable de urticaria, an-
gioedema o exantemas maculopapul0osos entre 1 y 6 horas tras la administra-
cion del AINE®. Dentro de ellas tenemos que hablar de un grupo especial de
pacientes. agquellos que presentan angioedema periorbitario* 4, habitualmente
bilateral y aislado, aunque pueda asociarse hasta en un 12% de casos con for-
mas combinadas con sintomas respiratorios (especialmente rinitis y asma
bronquial)

El segundo grupo de reacciones son las de tipo respiratorio. Basandose
en diferentes estudios previos de caracterizacion clinica de pacientes con as-
ma inducido por aspirina a través de la provocacion ora controlade®, Steven-
son y Simon en la década de los 80 sistematizaron las reacciones a AAS en
varios grupos®: la reaccidn nasoocular pura, la reaccion asmética pura, la re-
accion clésica (que es la combinacion de sintomas nasooculares més un des-
censo del VEMS mayor del 20%) y la reaccion asmética parcial, en la que €l
descenso del VEMS oscila entre un 15 y un 20%.

El tercer y Ultimo grupo de sindromes que vamos a estudiar son las re-
acciones anafilactoides. La principal caracteristica clinica de estas reacciones
es su similitud con otras anafilaxias. En 1997, realizamos un estudio propec-
tivo de seguimiento sobre 21 pacientes con anafilaxia por AINES'. Eran ma-
yoritariamente mujeres, como en los otros grupos de pacientes con intoleran-
cia a AINEs, y presentaron una combinacién variable de sintomas cuténeos



(fundamentalmente urticaria), de signos sugestivos de
obstruccién respiratoria de tracto superior (fundamen-
talmente estridor y disfonia) en € 70% de los casos e hi-
potensién en aproximadamente un 30% de casos. En esta
serie, las pirazolonas en primer lugar y los derivados
acéticos, en segundo lugar, fueron la principales causas
de anafilaxia, aunque cualquier AINE puede estar impli-
cado en €l desarrollo de estos cuadros**.

LA ENFERMEDAD CONCOMITANTE
ASOCIADA

Las reacciones de tipo cuténeo y respiratorio tienen
una mayor probabilidad de presentarse en e contexto de
una enfermedad concomitante asociada® *. En general, a
ésta podriamos definirla como una enfermedad que pre-
senta exacerbaciones con e uso del AINE, pero que no
se modifica en su historia natural aunque se evite de for-
ma completa el uso de éste. Asi por ggemplo, es habitual
gue los pacientes con reacciones de tipo cutaneo, presen-
ten urticaria cronica. La existencia de estas reacciones
dependen basicamente de la actividad de la urticaria cré-
nica en las semanas anteriores a la administracion tera-
péutica (o diagndstica) del AINE. Y en general, se puede
estimar que entre un 21 y un 30% de pacientes con urti-
caria cronica son intolerantes a la aspirina.

Una vez mas, €l angioedema periorbitario constitu-
ye un tipo de reaccién muy especial: suele afectar a pa-
cientes jovenes, con un comienzo en la edad infantil en
més del 60% de los casos Yy, sobre todo, porque en €l
100% de los casos se detecta una alergia respiratoria
asociada? 4, mayoritariamente por acaros. Aungue este
hecho, sin duda, debe de estar influenciado porque en €
area geogréfica en donde se describi6 este sindrome, las
Islas Canarias, los &caros del polvo doméstico son los
aeroalergenos mas frecuentes®. En otros lugares de Es-
pafia, como por gemplo Jaén, en donde la alergia a po-
len es la primera causa de aergia de tipo respiratorio, la
prevalencia de este tipo especifico de reaccion a AINEs
es notablemente maés baja, posiblemente inferior al 5%
del total de casos de intolerantes a AINEs (observacion
personal). De aguna formay por causas que desconoce-
mos, la aergia a los &caros condiciona una anormal fre-
cuencia de esta forma especifica de presentacion de las
reacciones a AINEs.

Dentro de este grupo de pacientes y estrecha rela-
cion con € fendbmeno atdpico, describimos y caracteriza-

Aspectos genéticos de la intolerancia a AINES

mos un sindrome apasionante: la anafilaxia desencadena
da por ingestion de alimentos contaminados por acaros™.
Todos los pacientes presentaban unas caracteristicas clini-
cas comunes: que tenian alergia respiratoria a los écaros,
eran intolerantes a aspirina (mayoritariamente con angio-
edema periorbitario) y presentaban en relacion con lain-
gesta de aimentos confeccionados con harinas de repos-
teria episodios anafilacticos de gravedad variable, sin
evidenciarse durante € estudio alergia alimentaria alguna.
Antes de describir este sindrome, nosotros ya conociamos
la asociacién del angioedema periorbitario con alergia a
los acaros. Pero, estaba claro que algo menos del 2% de
nuestra poblacién de alérgicos a los &caros presentaba in-
tolerancia a la aspirina. Por eso, era llamativo que 14 pa-
cientes (el 87% del grupo de estudio) presentaran intole-
rancia a aspirina. Esto significaba, que un intolerante a la
aspirina atopico tenia hasta 300 veces mas posibilidades
de sufrir una reaccion severa por ingestion de acaros que
un paciente tolerante®. El andlisis microscopico de la ha-
rina revel6 una contaminacion extrema de la harina por
Dermatophagoides farinae y por otros acaros de familia
Acaridae (concretamente Tyreophagus entomophagus).
Recientemente, Blanco et al han descrito otro raro &caro
de depdsito, Suidasia medanensis implicado en este tipo
de reacciones'®. Se documenté la relacion causal con la
ingestion de harina, reproduciéndose de forma controlada
€l cuadro sistémico en 3 de los pacientes con reacciones
mas leves por medio de provocaciones simple ciego con
la harina infestada. Y en segundo lugar, por medio de la
cuantificacion de alergenos de acaros por medio de mo-
noclonales, se llegd a la conclusiéon que el grupo 1 de
alergenos de los acaros, posiblemente por su unién selec-
tiva a prolaminas del trigo, no podian ser la causa de este
sindrome. Y que los alergenos responsables debian ser
estables al calor, a cambios extremos de pH y ala diges-
tién con proteasas, condiciones que cumplian los aerge-
nos del grupo 2 de acaros™.

Dentro de las reacciones de tipo respiratorio, € as-
ma bronquial es la enfermedad clésica asociada a la into-
lerancia a AINEs gue podriamos definirla como un pro-
ceso inflamatorio de intensidad variable de la mucosa
respiratoria (nasal, sinusal y bronquial), asociada a exa-
cerbaciones tras la administracion de AINES”. Ha habi-
do varios intentos en denominar este sindrome pero sin
duda el de mayor éxito fue el formulado por Samter y
Beers en 1968, el sindrome ASA (de aspirina) triada,
conformado por la propia reaccion a la aspirina, €l asma
y la poliposis nasosinusal. La enfermedad suele comen-
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zar en la 32 década de la vida, con una rinitis de tipo va-
somotor, seguida posteriormente con una sinusopatia hi-
pertréfica eosinofilica, con o sin pdlipos nasales. Y aun-
que este proceso puede permanecer localizado, lo
habitual es que se acompafie de asma, generalmente de
intensidad moderada/grave, que precisa ciclos de esteroi-
des tdpicos o sistémicos para su control e incluso precise
medidas intensivas de manejo en el caso de la reagudiza-
cion tras la toma de aspirina. En este sentido, hasta parte
de pacientes que precisan ventilacion mecéanica tiene as-
ma inducido por aspirinas.

En el caso del paciente con reaccion anafilactoide
por AINESs, lo habitual es que €l sujeto sea aparentemen-
te sano?’, salvo por la enfermedad que condiciona el uso
del AINE, que al menos en mi experiencia, en e 80% se
usa para €l control del dolor agudo. En este sentido, en
1987 se establecid una base de datos de pacientes ex-
puestos a AINESs, con €l propésito de evaluar las reac-
ciones de hipersensibilidad. Pues bien como clase, los
AINEs presentaron hasta 3 veces mas posibilidades de
desarrollar anafilaxia en pacientes que presentaban un
dolor agudo, con respecto a los pacientes que no exhi-
bian esta caracteristica clinica®.

EL PATRON DE REACTIVIDAD CRUZADA
ENTRE AINES

Los AINEs que determinan las reacciones que he-
mos visto son un grupo heterogéneo de farmacos de es-
tructura quimicas diferenciadas, pertenecientes a diversas
familias quimicas y cuyo nexo en comun es la inhibicién
de las diferentes isoformas de la COX™.

Todos tenemos la experiencia clinica de que un pa-
ciente con reacciones a un AINE, puede presentar reac-
ciones a otro de estos farmacos a lo largo de su vida,
aungue previamente nunca haya sido expuesto**. Es lo
gue se ha dado en llamar reactividad cruzada. Pues hien
4 ahos antes de que e Dr. John Vane describiera la inhi-
bicién de la COX como el mecanismo de accion de la
aspirina?, en 1967 Vanselow describieron la primera re-
accion cruzada de tipo respiratorio entre aspirina e indo-
metacina, un salicilato y un acético®. Y en 1975, Szcze-
klik establecié que la capacidad de inhibicion in vitro de
la COX por parte de los AINEs esta en estrecha relacion
con su capacidad de producir este tipo de reacciones'. Es
decir cuanto mas potencia tenga € AINE, maés posibili-
dad tiene de producir una reaccion.
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En los 140 pacientes intolerantes que estudié, en un
85% de casos se demostraba la reactividad cruzada entre
los AINEs durante la POC. Pero observamos también
que su aparicién era muy dependiente del tipo de reac-
cion?. Asi, aparecia en el 100% de los casos de pacientes
con reacciones respiratorias y en el 90% de los pacientes
con reacciones cuténeas. Por el contrario, y aunque se
han decrito formas variantes de reacciones anafilactoides
con reactividad cruzade?, estos pacientes presentaron en
mas del 90%, un patrén de reactividad de tipo selectivo,
es decir solo reaccionaban frente al AINE implicado en
la reaccion o bien frente a otros pertenecientes a la mis-
ma clase quimica’.

LOS MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS:
ASPECTOS GENETICOS

El mecanismo de las reacciones idiosincrasicas in-
ducidas por AINES es desconocido. Sin embargo, la ma-
yoria de las evidencias apuntan a una sobreproduccion
de leucotrienos sulfidopeptidicos (Cys-LT) como causa
de la mayoria de estas reacciones®, posiblemente asocia-
da alainhibicién de la actividad de las diferentes isofor-
mas de la COX™.

La mayor parte de los pacientes con reaccién a un
determinado AINE son también intolerantes a otros, y es-
ta capacidad esta relacionada con su potencia como inhi-
bidores de la COX-1'. Sin embargo, esta hipétesis general
no explica todas las reacciones inducidas por estos far-
macos. Existe un grupo de pacientes que presentan reac-
ciones selectivas de tipo anafilactoide que toleran durante
la POC otros AINEs no relacionados quimicamente con
élos, y que son potentes inhibidores de la COX-1".

Un nuevo modelo patogénico en las reacciones detipo
respiratorio

Lainhibicion de la COX esta en |la base de la cade-
na de acontecimientos que genera las reacciones a
AINEs. Sin embargo, en si misma, la inhibicién enzim&
tica que se produce en todos los individuos tras la toma
del AINE, no explica por qué solo un 10% de asméticos
presentan este tipo de reacciones. Es posible, por tanto,
gue la inhibicién de la sintesis de prostanoides (especial-
mente de la prostaglandina E,-PGE,) determine de algu-
na forma un comportamiento diferente en este grupo de
pacientes, bien porque las diversas isoformas de la COX
sean diferentes en su estructura y/o funcionalidad, o bien



porque coexistan con otras alteraciones en la ruta de la
5-lipoxigenasa (5-LO). En el momento actual, este Ulti-
mo supuesto parece el mas probable”. Recientemente,
Cowburn et al* establecieron la distribucion de las dife-
rentes enzimas de esta ruta metabélica (5-LO, FLAP-five
lipoxygenase activating protein-, leucotrieno As (LTA4)-
hidrolasa y leucotrieno C: (LTC.)-sintetasa) en muestras
de epitelio respiratorio de sujetos asméticos (tolerantes e
intolerantes) y normales, obtenidas mediante |a realiza-
cion de biopsias transbronquiales. De todas €llas, sdlo la
LTC.-sintetasa estuvo sobreexpresada de forma significa-
tiva en los sujetos asméticos intolerantes: hasta 5 veces
mas que en los asméticos tolerantes, y hasta 18 veces
mas cuando se comparard con sujetos normales. Los ele-
mentos celulares donde radica esta sobreexpresion enzi-
mética son mayoritariamente eosindfilos (71%) y masto-
citos (18%).

Es muy probable también que la sobreexpresion de
esta enzima esté regulada genéticamente. El gen de la
LTC.-sintetasa esta situado en el cromosoma 5035%. Re-
cientemente, se ha identificado un polimorfismo en lare-
gion promotora de este gen que podria tener relevancia
clinica. Este polimorfismo, consistente en una modifica-
cion en un nucledtido (adenina por citosina) en la posi-
cién - 444 del gen, es, hasta en un 60% de casos, méas
comun en los pacientes con asma inducido por AINEs
gue en los pacientes tolerantes®. Este cambio crea un si-
tio de union adicional para un factor de transcripcion, o
que podria explicar el aumento en la transcripcion del
gen.

Con todos estos datos podemos establecer en el
momento actual que, a menos un polimorfismo del gen
gue codifica la LTC.-sintetasa, podria determinar una so-
breexpresion de esta enzima en ciertos tipos celulares
(fundamental mente eosindéfilos y mastocitos), lo que
condicionaria un aumento en la produccion de Cys-LT
de forma basal y tras la POC, posiblemente por la supre-
sion del efecto inhibitorio que gjerce la PGE: sobre |la
ruta de la5-LO.

Analisisdelos marcadores delosgenesHLA-DRB1y
HLA-DQB1 en pacientes con reacciones anafilactoides

L as reacciones inmediatas de tipo sistémico presen-
tan rasgos clinicos y biol6gicos compatibles con un posi-
ble mecanismo inmunolégico’: son cuadros anafil acticos,
con ausencia de reactividad cruzada entre AINEs no es-
tructuralmente relacionados con el que indujo la reac-
cion y que, en ciertas ocasiones, se pueden asociar con
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pruebas cuténeas positivas de lectura inmediata. Aun-
que esta clara la capacidad de las moléculas HLA-DR,
DQ y DP para presentar péptidos alergénicos a los linfo-
citos T CD4%, las HLA-DR parecen predominar en esta
funcién. Los estudios de clones T in vitro sugieren que
los clones restringidos por moléculas HLA-DQ son raros
reflejando probablemente 1a menor expresion de DQ en
comparacion con DR en las células presentadoras de an-
tigeno (CPA)7.

Recientemente, Quiralte et al*® encontraron una
asociacion positiva entre el alelo HLA-DRB1*11 y las
reacciones anafilactoides por AINE, que no se evidencio
en otros grupos de pacientes con reacciones a AINEs de
tipo cutdneo o en pacientes tolerantes a AINESs (sanos o
con anafilaxia mediada por IgE). La existencia de este
marcador genético favoreceria la existencia de un meca-
nismo inmunolégico en este subgrupo de pacientes con
reacciones a AINEs. Es posible, por tanto, que algunos
de estos farmacos (como por ejemplo las pirazolonas)
puedan actuar como haptenos y desarrollar una respuesta
inmunol 6gica mediada por anticuerpos y restringida por
algunas moléculas del sistema HLA.

Andlisisdelos grupos funcionalesHLA-DR y los
marcadores de los genesdela | L-4 (cromosoma 5q) y
FceRI-b (cromosoma 11g13) en pacientes con
angioedema periorbitario aislado

Algunos investigadores han demostrado en varias
poblaciones una asociacion positiva de diversas defini-
ciones de atopia, bien categoricas o bien cuantitativas®,
con diversos sindromes inducidos por AINEs como son
el asma bronqguial e incluso algunas reacciones cutaneas,
especidmente el angioedema periorbitario aislado®.

Se ha postulado que el control de la respuesta IgE
depende de la combinacién de dos tipos de mecanismo,
uno dependiente del antigeno y otro independiente de €.
En el primer caso, la CPA presenta un fragmento antigé-
nico al linfocito Th, interaccion que desencadena una
respuesta IgE especifica frente al alergeno en cuestion.
Los genes implicados en esta via pueden ser divididos
en dos subtipos: los relacionados directamente con € re-
conocimiento antigénico, particularmente HLA y TCR, y
los que participan en el resto de la respuesta, como son
los implicados en la transduccion de sefiales y la regula
cion génica. En el segundo caso, se trata de una sobre-
produccién policlonal en la que los datos sefidlan como
responsable a la interaccion entre linfocitos B y células
portadoras del receptor de alta afinidad para la IgE, co-
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mo los basofilos y mastocitos. Ciertos controles genéti-
cos son, probablemente, compartidos por ambas vias.

L os estudios recientes sobre la estructura molecular
de los HLA-DR han identificado subregiones (bolsillos)
en el sitio de unién a antigeno, que probablemente in-
fluencian este proceso y el subsecuente reconocimiento
por las células T. Entre estas subregiones, 10s aminoaci-
dos del bolsillo 4 parecen particularmente importantes™.
Es un hecho bien documentado que las células T pueden
reconocer el mismo péptido presentado por alelos HLA-
DR diferentes®. Para explicar este hecho, Ou et a han
propuesto la hipétesis del patrén de restriccion por su-
pertipo DR, que postula la existencia de varios grupos
funcionales DR definidos por el polimorfismo de los re-
siduos 70, 71 y 74 de la cadena b®. Se han identificado
7 grupos de alelos DR basandose en las propiedades fisi-
coquimicas de los aminoéacidos localizados en estas posi-
ciones, que a su vez pertenecen a 4 categorias, segin la
carga de los residuos. con carga positiva (grupos Ry A),
con carga positiva y negativa (grupos Dr, E y Q), con
carga negativa (grupo De) y neutros (grupo a)*.

Recientemente, Torres et al analizaron los grupos
funcionales DR en pacientes con rinitis y asma bronquial
por sensibilizacion a acaros del polvo doméstico®. El es-
tudio revel6 una diferencia significativa entre los casos y
controles respecto a los grupos Dr y a. Segun este estu-
dio, e grupo Dr parece estar asociado significativamente
(Pc=0.039, OR=2.36, IC=1.20-4.62) con la susceptibili-
dad a la enfermedad, mientras que €l grupo a parece pre-
sentar un caréacter protector (Pc=0.044, OR=0.24,
C=0.08-0.75). Este mismo andlisis se efectud utilizando
los pacientes con angioedema periorbitario, presentando
el mismo patrén de asociacion con los grupos funciona-
les DR, sugiriendo que este patron de asociaciéon podria
ser dependiente de la existencia de la dlergia a los acaros
mas que de lareaccién alos AINEs.

También se estudié e polimorfismo de dos micro-
satélites localizados en €l gen de laIL-4 (microsatélite gt
situado en €l 2° intrén) y en el gen FceRI-b (microsatéli-
te ca situado en el 5° intrén) en los pacientes con angio-
edema perirobitario. Se identificd un total de 13 alelos
distintos en el gen de laIL4, en el rango de 136 y 178
pb (pares de bases) en los pacientes con angioedema
periorbitario (Tabla I). No se demostré la existencia de
asociacion alguna entre los alelos de este marcador y €
angioedema periorbitario aislado. Con respecto a gen
FceRI-b en estos mismos pacientes, hemos encontrado
un total de 15 alelos distintos, en el rango de 110 a 140
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Tabla I. Distribucion de alelos del gen de la IL4 (cromosoma
5q) en pacientes con angioedema periorbitario aislado

Alelo Pacientes Controles P Pc
(pb) (%) (%)

136 0 (0) 1(0.4) 0.63 ns
152 118 (79.7) 210 (80.8) 0.44 ns
154 5(3.4) 9 (3.5) 0.60 ns
162 3(2.0) 7(2.7) 0.47 ns
164 1(0.7) 6 (2.3) 0.21 ns
166 2 (1.4) 10 (3.8) 0.12 ns
168 5(3.4) 1(0.4) 0.02 ns
170 3(2.0) 2(0.8) 0.25 ns
172 3 (2.0) 3(1.2) 0.54 ns
174 4(2.7) 4 (1.5) 0.34 ns
176 3(2.0) 7(2.7) 0.47 ns
178 1(0.7) 0 (0.0) 0.36 ns
Total alelos 148 (100) 260 (100)

Pc, P corregida; ns, no significativo

pb, que se encuentran reflgjados en la Tabla Il. Una vez
mMas, No encontramos hinguna asociacion entre los alelos
de este marcador y € angioedema periorbitario.

Tabla Il. Distribucién de alelos del gen FceRI-b en pacientes
con angioedema periorbitario aislado

Alelo Pacientes Controles P Pc
(pb) (%) (%)

110 4 (2.7) 1(0.4) 0.06 ns
114 17 (11.5) 24 (9.2) 0.31 ns
116 12 (8.1) 18 (6.9) 0.43 ns
118 5(3.4) 28 (10.8) 0.005 ns
120 36 (24.3) 49 (18.8) 0.12 ns
122 25 (16.9) 43 (16.5) 0.59 ns
124 25 (16.9) 59 (22.7) 0.10 ns
126 14 (9.5) 16 (6.2) 0.16 ns
128 8 (5.4) 2(0.8) 0.005 ns
130 0 (0.0) 9 (3.5) 0.01 ns
132 1(0.7) 6 (2.3) 0.21 ns
134 0 (0.0) 3(1.2) 0.25 ns
136 1(0.7) 0 (0.0) 0.36 ns
138 0 (0.0) 1(0.4) 0.63 ns
140 0 (0.0) 1(0.4) 0.63 ns
Total alelos 148 (100) 260 (100)

Pc, P corregida; ns, no significativo
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sumario

Regulacion genética de larespuesta a
polen del olivo

INTRODUCCION

La alergia a polen del olivo (Olea europaea) es una de las principales
causas de enfermedades alérgicas en los paises Mediterraneos y en Esparia,
se considera la segunda causa de polinosis tras las gramineas, siendo la pri-
mera en ciertas regiones como Andalucia.

El principal antigeno de este polen, Ole e 1, es una proteina perfectamente
caracterizada, tanto a nivel nucleotidico como aminoacidicot 2. Estd compuesta
por una cadena polipeptidica smple de 145 aa, que muestra gran microhetero-
geneidad de secuencia en algunas posiciones de su estructura primariay un pun-
to de glicosilacién, que hace que esta proteina exhiba dos formas distinguibles
por su peso molecular, glicosilada (20 kDa) y no-glicosilada (18,5 kDa). La
comparacion de secuencia demuestra que no tiene homologia con ningln alerge-
no previamente descrito, aunque su secuencia aminoacidica muestra un 36-38%
de identidad con las secuencias deducidas de los polipéptidos codificados por
los genes LAT52 del polen de tomate y Zmc13 del polen de maiz.

Ademés, en nuestro grupo hemos definido mediante anticuerpos monoclo-
nales, 4 epitopos B en la superficie de Ole e 1* y por andlisis de la respuesta
proliferativa de linfocitos T de pacientes alérgicos y no-aérgicos, frente a un pa-
nel de péptidos sintéticos derivados de la molécula de Ole e 1, definimos dos re-
giones, en la parte carboxiterminal, inmunodominantes en la respuesta T*.

Finalmente, por estudios poblacionales en dos grupos étnicos, espafioles y
arabes (presumiblemente con un "background" genético distinto), hemos demos-
trado la asociacion de la respuesta de anticuerpos IgE a-Ole e 1 y € antigeno de
histocompeatibilidad de clase |1, DQ25¢. Restriccion que hemos encontrado aso-
ciada a la respuesta de otros antigenos derivados de Oleaceas, ademas de haber-
la demostrado a nivel experimental con la utilizacion de lineas T.

En € polen del olivo, ademas de Ole e 1, se han encontrado otros anti-
genos que unen anticuerpos IgE, algunos de los cuales han sido caracteriza-
dosy purificados (Tablal).

El andlisis de reactividad frente a estas proteinas es fundamenta como herra:
mienta diagndgtica, asi como, para entender |os mecanismas de reactividad cruzada.

Genética dela atopia

La adergia es una enfermedad multifactorial compleja, con evidencias de
una fuerte influencia genética, ya que, entre el 40-80% de los pacientes con
rinitis 0 asma bronquia muestran una historia familiar de alergia positiva, en
contra del 20% o menos observado en la poblacion no aérgica

Los mecanismos inmunogenéticos que subyacen en la ata respuesta de
anticuerpos IgE observados en las enfermedades at6picas pueden ser de dos
tipos, especificos y no-especificos de antigeno.

Multiples grupos han trabajado en la identificacion de genes regula-

dores de las respuestas atépicas, |10 que ha permitido la definicion de fuer-
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Antigeno Caracterizacion Frecuencia de unién a IgE Homologia Referencia
Oleel Estructura primaria determinada: 62% Gen LAT52 del tomate, 7,2,8
145 aa, 16331 Da (masa molecular), Zmc13 del maiz y
proteina acidica. Alto grado de OSPSG del arroz.

microheterogeneidad. Sitio de
Glicosilacion.
Olee 2 Clonado y secuenciado, 17-15 kDa, 24% Alta identidad con las 9,10
(profilina del proteina acidica. profilinas del abedul.
polen del olivo)
Olee 3 Clonado y secuenciado. 9.2 kDa, 50% en areas de altos niveles  Similitud de secuencia 11, 12
proteina acidica. de polen de olivo. con la secuencia consenso
de los "EF-hand" motivos
de proteinas de unién al
Ca** (polcalcinas).
Olee 4 Secuenciacion parcial. 32 kDa, pls 80% Sin homologia con 13,14
entre 4.65 y 5.1.Posible Glicoproteina. proteinas conocidas.
Olee5 Secuencia N-terminal.16 kDa, pls 35% Alta homologia con 13
entre 5.1y 6.5. superoéxido dismutasa de
Posible Glicoproteina. algunas plantas.
Olee 6 Secuencia aminoacidica. Masa 15 % (diferencias dependiendo  Sin similitud de secuencia 15
molecular deducida 5830 Da. del area: 10-55%) con proteinas conocidas.
PAGE-SDS: 10kDa, pl 4.2
Olee?7 Secuencia aminoacidica N-terminal: 47% Sin homologia con 16

9875 a 10297 Da. Alto grado de
polimorfismo.

proteinas conocidas.

tes candidatos a genes de la atopia, siendo 10os més rele-
vantes el cromosoma 11g13Y, donde se localiza el gen
que codifica para la cadena b del receptor de alta afini-
dad parala IgE (FceRlI-b), y el 5931.1%*, donde mapean
las citoquinas asociadas a la respuesta alérgica (IL-4,
IL-5, IL-13) también llamado "cluster de los genes de
IL-4".

La regulacién de la respuesta IgE especifica de
alergenos puede diferir de la respuesta atépica en ge-
neral. Las asociaciones genéticas son mas fécilmente
detectables frente a alergenos purificados que frente a
extractos complejos. A este respecto, se han estudia-
do fundamentalmente 2 cromosomas, el 6p21.3, don-
de mapean los genes que codifican por las moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad de clase
Il (MHC de clase I1), las cuales juegan un papel cen-
tral en la unidn y presentacion de péptidos antigeéni-

cosalacélulaT y el 14g11.2, donde esta localizado
el locus de la cadena alfa del receptor de la célula T
(TCR). Ambos locus han sido asociados a la respues-
ta IgE especifica de antigeno.

Nuestro ultimo trabajo, se ha centrado en € estudio
de reactividad frente a dos de los antigenos del polen del
olivo, Ole e 1 y 3, comparando las restricciones genéti-
cas asociadas a sus respuestas especificas®. En nuestro
caso, hemos analizado: 1. El locus HLA de clase Il y al-
guno de los polimorfismos de la cadena alfa del TCR,
como genes reguladores de la respuesta especifica de
alergenos, 2. Los polimorfismos genéticos de la subuni-
dad beta del receptor de tipo | del Fce, implicados en la
regulacion de la IgE total. 3. Finamente, hemos estudia-
do el gen de la cadena beta del TNF, regulador de meca-
nismos inflamatorios no especificos de IgE, pero que ha
sido asociado con asma.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacién de estudio

Se seleccionaron 22 familias nucleares (n=88 suje-
tos) en e Departamento de Alergia del Hospital General
de Especialidades Ciudad de Jaén, siguiendo los criterios
del Workshop de HLA y Alergia: la composicion de las
familias fue de 2 hijos alérgicos al polen del olivo y a
menos uno de los padres no afecto (por examen fisico
personal e historia familiar).

Se determind la hipersensibilidad inmediata a una
bateria de alergenos comunes (incluyendo el extracto
crudo de Olea europaea) por pruebas cutaneas.

Deter minaciones seroldgicas

Las determinaciones serol 6gicas fueron: IgE total,
IgE frente a polen del olivo y como determinaciones es-
pecificas, IgG e IgE frente a Ole e 1 por DARIA y IgE
frente a Ole e 3, por ELISA.

Los datos clinicos de los sujetos estudiados se re-
sumen en la Tabla |1, agrupando a los sujetos en alérgi-
cos y no-aérgicos.

Anélisis molecular

El DNA gendmico fue extraido de los linfocitos
de sangre periférica, mediante precipitacion con sa-
les, para el estudio genético de los 6 polimorfismos
analizados en este trabajo®: los loci DRB1 y DQB1
gue codifican por los antigenos de clase I, DR y DQ;
los polimorfismos bialélicos de la cadena a del TCR
(Va8.1); dentro del gen que codifica por la cadena b
del receptor de alta afinidad para la IgE, los polimor-
fismos bialélicos en €l intron 2 'y el exén 7; y los po-
limorfismos bialélicos del primer intron del gen de la
cadena a de la linfotoxina.

Andlisis estadistico

Se utiliz6 andlisis de regresion multiple para el
andlisis de rasgos cuantitativos (IgE total, IgE espe-
cifica al extracto completo, IgE e 1gG especifica a
Oleely Olee 3)y el test de desequilibrio de
transmisién multialélica para examinar asociaciones
con rasgos cualitativos (altos niveles de anticuer-
pos).

La significacién estadistica de las frecuencias feno-
tipicas y genotipicas entre grupos se determiné por el
test de Fisher’s.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como se resume en la Tabla |1, 49 sujetos estaban
sensibilizados al polen del olivo (mostraron reactividad
por pruebas cuténeas y niveles significativos de anticuer-
pos IgE frente al extracto completo del polen del olivo),
de éstos, 48 mostraron niveles de anticuerpos significati-
vos frente a Ole e 1y 17 frente a Ole e 3. Todos los pa-
cientes reactivos a Ole e 3 o fueron también aOle e 1.

Al analizar la relacion de los polimorfismos estu-
diados en relacion con los parametros clinicos, encontra-
mos los resultados que se resumen en la Tabla ll1.

Estos datos confirman por estudios familiares los re-
sultados que previamente describimos en 2 poblaciones
con diferente "background" genético (espafioles y &rabes),
gue asociaban la respuesta de anticuerpos IgE frente a Ole
e 1 con DR7-DQ2. En este trabgjo, la presencia de DR7
estaba asociado de una forma estadisticamente significativa
con los altos niveles de IgE tota de suero y los niveles de
Abs IgG frenteaOle e 1 y € antigeno DQ2 con los atos
niveles de IgG e IgE frentea Ole e 1.

Por otro lado, a pesar del bajo nimero de pacientes
con niveles significativos de anticuerpos IgE frente a Ole e
3 (n=17), la presencia de DQ2 estaba asociada a esta res-

Tabla Il. Pardmetros clinicos de la poblacion estudiada,
agrupados en alérgicos y no-alérgicos al polen del olivo

No-Alérgicos Alérgicos
N° Sujetos 39 49
Edad 45+ 5 16 +9
IgE total (1U/mL) 125 + 218 580 + 470
IgE a-Olea europaea 0.1+0.44 45+13
(UNI-CAP clases)
19G a-Ole e 1(AU/mL)* 2322 + 4770 n=49 (100%)
31143 + 14315
IgE a-Ole e 1(AU/mL)* 665 + 784 n=48 (97,9%)
10539 * 7546
IgE a-Ole e 3 (OD)** 0 n=17 (34,6%)

0.41 +0.64

*AU/mL: Unidades Arbitrarias/mL, **OD: Unidades de
densidad optica
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Exon 7 Intron 2 TNF-b TCR HLA- HLA-
FceRIb Rsal FceRlb Rsal LTa-Ncol Va8.1 DRB1 DQB1
(alelo 1) (alelo 2) (alelo 1) (alelo 1)
IgE total 0.014 ns ns ns DR7 ns
(0.04)
IgE 0.004 0.003 ns ns ns ns
a-Olea e.
19G 0.006 0.025 ns ns DR7 DQ2
a-Oleel (0.025) (0.023)
IgE 0.04 0.05 ns ns ns DQ2
a-Oleel (0.013)
IgE ns ns ns ns ns DQ2
a-Olee 3 (0.036)

puesta. Esta similitud en la restriccion genética podria indi-
car smilitud a nivel molecular entre Olee 1y Olee 3.

El polimormismo de la cadena alfa del TcR ha sido
asociado con |la respuesta especifica de alergenos y en con-
creto, los polimorfismos Va-8.1, con la respuesta IgE fren-
teaDer p 2. A pesar de conocer que Ole e 1y este antige-
no tienen asociaciones de HLA distinta, decidimos hacer
este estudio por 2 razones. a) para ver qué pasaba con €
otro antigeno estudiado (Ole e 3) y b) como control nega-
tivo de estudio de asociacion genética (con respecto a Ole
e 1). Nuestros reultados confirmaron esta hipétesis, ya que,
no encontramos ninguna diferencia entre las frecuencias
genotipicas de aérgicos y no-dérgicos. Ademas, € andlisis
de asociacion de los distintos pardmetros alérgicos con los
alelos estudiados, demostraron que no habia ninguna aso-
ciacion significativa.

Distintas variantes polimorficas de la cadena b del
receptor de tipo | del Fece, han sido asociadas con la regu-
lacion de la IgE, asi como con € asma, dermatitis atdpica
y distintas condiciones atdpicas.

Nosotros, hemos andizado dos de estos posibles po-
limorfismos, los localizados en € exdn 7 y en € intrén 2.
Respecto a exdén 7, no encontramos ninguna diferencia es-
tadisticamente significativa en las frecuencias genotipicas
entre atdpicos y no atdpicos (a pesar de que € deo 2 esta
ba disminuido en atépicos), aunque, los andlisis de aso-
ciacion demostraron que € a€elo 1 estaba significativamen-
te asociado con atos niveles de IgE total, asi como de IgE
del polen del olivo y de IgE e IgG especificade Ole e 1.

La distribucion genotipica de los polimorfismos del
intrén 2, comparado aérgicos y no-aérgicos fue similar,
sin embargo, encontramos asociaciones estadisticamente
significativas entre el alelo 2 y los atos niveles de Abs
frente a Olea europaea y Ole e 1 (IgE e 1gG).

Finalmente, realizamos el andlisis de los polimor-
fismos del TNF, ya que, es una potente citocina pro-infla-
matoria que se secreta en niveles muy altos en condiciones
asméticas, habiéndose asociado algunas variantes polimor-
ficas con la alta secrecion de TNF y con asma. Aqui, he-
mos estudiado las variantes bialélicas del gen que codifica
por la cadena dfa de la linfotoxina, porque ha sido asocia-
do con esta alta secrecion de TNF

Los resultados de frecuencia genctipica no muestran
ninguna diferencia entre atdpicos y no atopicos y ninglin aelo
esta asociado con los rasgos aérgicos andizados. Este resulltar
do, coincide con un trabgo que establece una asociacion entre
e aumento de secrecion de TNF y d antigeno DR3®, ya que
en nuestro caso, laredtriccion de HLA es diferente.

En resumen, este trabajo demuestra las maltiples in-
fluencias genéticas implicadas en |la respuesta frente a polen
dd olivo. Sin embargo, confirmamos por estudios familiares
laasociacion de larespuesta IgE frenteaOlee 1y DQ2, asi
como, encontramos la misma asociacion en la respuesta a
otro antigeno del olivo, Ole e 3, 1o que apunta hacia la pre-
sencia de algiin motivo comin en ambas proteinas.

Por otro lado, confirmamos la implicacién de la ca
dena b dd receptor de dta afinidad parala IgE en la regu-
lacion de la IgE.
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The multifactorial character of alergic

t is convenient to call allergy a "multifactorial"disease, because if there
are that many factors we can hardly be expected to know them all ...

The problem is however, that even about the factors that are "known"

we know very little.
For example:

GENETICS OF ALLERGY DISEASES

Ever since Blakeley in the 17-th century said that "rose fever runsin fa-

milies', the international scientific community of allergists tries to find out
how the genetic factor works in determining the mode of inheritance of sen-
sitizetion and allergy, by many different approaches:
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Population studies

Family "

Twin

More recently disease susceptible genes for asthma
and allergy were studied by:

Forward genetics

Candidate gene approach

Positional genetics.

And still, Malcolm Blumenthal, says the following
in his chapter "Principles of genetics' from the last edi-
tion of our best textbook, "Allergy, Principle and Practi-
ce":

Although many studies are now looking at the ge-
netics of a variety of asthmatic and allergic phenotypes
using these new methods, they have given contradictory
results. As of yet, there have been few triumphs.

While waiting for more triumphs in genetics, rese-
archers are busy stu-dying different impacts of:

THE ENVIRONMENT AS STIMULI FOR THE
OUTBREAK OF ALLERGY SYMPTOMS

On this subject we are in the middle of a real tur-
moil: During the last years the classical concept of
allergen avoidance as golden rule for prevention was
challenged by the recent studies of Fernandez Von Mu-
tius, Bjorksten and many others.

They claim that exposure to alergens in early life,
might (as well as infections, vaccines and bad hygiene
conditions) prevent rather than induce sensitization and
alergy.

For that reason it is more important now than ever,
to study the impact of allergen exposure on sensitization.

In order to learn about that, we have to corroborate
information from different parts of the world such as the
Mediterranian region to which Isragl belongs.

"Mediterranian” is not only a sea, climate or vegeta-
tion; it is aso a mentality and way of life. We like to spend
much of our leisure time outdoors, from early ages on.

There fore sengtization to pollen occurs dready at ages
2-4 years, expecidly in rura communities even though in the
textbooks it says the onset age for hay-fever is about 7 years.

But the textbooks and most of the journals are
written in the USA and Northern Europe where climate
and vegetation are different from ours.

We, have to learn about what OUR own allergic
patients breath in when the flowering starts.

The multifactorial character of allergic diseases

What do we know about that?

Our climate is in general Mediterranian, with so-
me influences from the desert in the South and from the
mountains in the North.

Most common allergenic pollen comes from:

1st. Well known Mediterranian plants: grasses, tre-
es and weeds.

B. Plants with allergenicity that we recently des-
cribed.

Pistacia, Olive, Ferns.

Principal blooming seasons are spring and also au-
tumn, some plants pollinate all the year, like:

Bermuda grass, Eucalyptus tree

Parietaria weed

Typically for our mild climate and massive artifi-
cial irrigation, pollen grains stay around most of the year
and hay fever patients experience minor symptoms also
beyond the peak of their main suffering season.

We have assessed seasonal variations of antipollen
IgE levels in hay-fever children.

It was observed that clinical hay-fever symptoms
and pollen counts are positively correlated

But it appears, that as opposed to reports from
countries with continental climate, in our region, pollen
sensitive patients have circulating antipollen IgE during
the whole year.

One possible explanation for this phenomenon
could be that pollen grains, present in the environment
(even though in smaller quantities) beyond main flowe-
ring seasons, function as a booster for antipollen IgE
production.

Let's now switch to:

Clinical manifestations of pollen allergy in geneti-
cally different population groups.

We have studied pollen allergy in the Jewish popu-
lation of Israel, for many years, and found that in the
whole population the overall prevalence of alergic sen-
sitization to one or more allergens is 15-34% of which
12-34% are sensitive to pollen.

The percentage of patients that are sensitized to a
certain pollen, parallels the density of the respective
plant in the region where they live.

More recently our group studies in collaboration
with Carlos Lahoz from Madrid, respiratory allergies in
the Arab populations that live in Israel.

Previous results published in Allergy 1996 show
that in the Arab settlement Um-El-Fahem with high den-
sity of olive trees prevalence of sensitization to olive po-
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llen is only 14% of all alergic patients, while it is 66%
in Jewish populations that live in regions with similar
density of olive trees.

In 1999 we assessed dlergic sensitization in the Arab
city Shefaram situated in the Lower Gdlille mountains.

Out of its general population of 32,000, 17% are
Druse; they are known there since about 1000 years ago
(when the Druse religion was declared).

31% are Christians: some came about 700 years
ago (stem from the Crusaders) and 52% are Muslims,
they came gradually over the last 500 years.

Till about 30 years ago 90% of the population were
farmers, growing olives which is the most important
crop in the region.

In today's Shefaram, even though many of it's citi-
zens switched to new professions and labor, their houses
are still spread between olive groves.

We addressed the question whether and how, under
massive exposure to olive pollen, sensitization to it was
influenced by the duration of exposure (in terms of ge-
nerations) and, or by genetic configuration.

66 patients, were selected from the allergy clinic in
Shefaram for this study, on the basis of clinically well
documented pollen allergies.

The assessment was done in May, while the avera-
ge number of Olive pollen grains per m® air was. 256.

Each patient underwent a detailed demographic
questionnaire, and skin prick test to allergens most com-
mon in the region.

Blood samples were taken and sent to Carlos La-
hoz from Madrid for RAST tests and genomic typing.

And here is what was found:

17 of the patients were Druse, 22 Christian and 27
Muslim (90% had rhinitis, 72% eye symptoms, 53%
asthma, and 22% skin symptoms.

The symptomatic season was mainly spring and
early summer- for 89% of patients.

Skin prick tests to the three most relevant allergens
showed that in the whole study population 40% were sen-
sitive to Parietaria 30% to Dust Mite and 21% to Olive.

The distribution of sensitivity to Parietaria and dust
were similar in al ethnic groups, and are also similar to
what happens in the Isragli Jewish population.

Now look at Olive:

The overall prevalence of sensitization to it was
21%, which is again extremely low as compared to the
66% olive sensitive Jews that live in olive trees rich re-
gions.
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But the distribution is also peculiar: in the Druse
12%, Christian 18% and Muslims 30%.

A linear correlation was found between time of ex-
posure over the last 1000 years, and prevalence of sensiti-
zation: the more previous generations were exposed to
olive pollen, the less today's population is sensitive to it.

For genomic typing Lahoz separated the study po-
pulation in two groups:

Those with Parietaria pollen reactivity

1. " " Olive pollen reactivity.

Those with Parietaria reactivity show once again
the well known increase in DR5 (11) as described by
Anna Ruffilli in Italian, and Israeli-Jewish populations,
from a collaborative work we did with her, published in
Clin. Exp. Allergy 1996.

In the Olive reactive allergic patients we see that
in the non allergic Druse the FF for DQ2 is extremely
low: 2%, and DR4 was 44%; in the non allergic Mus-
lims, high frequency of:

DR4: 67% and DQ2: 17%, while in the allergic
ones DR4 was low: 10% and DQ2: 60%.

Thus reconfirming results from the Um-EI Fahem
study that DR4 seems to be a protective class Il antigen
againg sengtivity to Olive pollen while DQ2 is arisk factor.

We have aso done discriminant analysis of sensitiza-
tion to the most relevant alergens by socio-economic factors.

The numbers are small but we can however see that
degree education influences presence of allergic sensiti-
zation as known in the whole world and aso in the Isra-
eli Jewish population: the more educated they are, the
more alergic sensitization they have.

And if they use a vacuum cleaner, they have less
sensitization to dust, which also predictable.

And we see again how Ethnic origin influences
sensitization.

What | mean to show is that regarding most well
known parameters of allergy the Arabs of Um-El Fahem
behave like any other population in the world including
the Isragli Jews.

But regarding sensitization to the pollen of olive to
which they were (especially the Druse) exposed for cen-
turies, they react differently.

These results may reflect a processes of olive pollen
specific tolerance, acquired over the yers, or a spontaneous
desengtization, in both cases combined with naturd sdlection.

Thusit gopears in condudon, that gendtics and environment
nat only influence dlergy each one ssparady in its own way, but
they might have modulated one ano-ther during centuries
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