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GLOBULINELE DE REZERVA 118 DIN SEMINTE CA ALERGENI
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Proteinele de rezerva din semintele mai multor plante sunt alergene. Proteinele din semintele de arahide, inclusiv
globulina de rezerva 11S Ara h3, au cea mai mare alergenicitate. Printre globulinele 11S din seminte o alergenicitate
relativ mare, pe langa Ara h3, este caracteristica subunitatilor globulinei 11S din soia Gly m G1, Gly m G2 si Gly m G3.
S-a demonstrat o potrivire partiald a pozitiilor determinantilor antigen (epitopi IgE) in secventele de aminoacizi ale Ara h3
si globulinei 11S din soia. Se discutd modalitdtile posibile de reducere a alergenicitatii globulinelor 11S din semintele
de soia si din alte plante.
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SEED STORAGE 11S GLOBULINS AS ALLERGENS

Storage proteins in seeds of several plants are allergens. The proteins from peanut seeds, including storage 11S
globulin Ara h3, are of the highest allergenicity. Among seed 11S globulins, a relatively high allergenicity in addition to
Ara h 3 is characteristic of subunits Gly m G1, Gly m G2 and Gly m G3 of soybean 11S globulin. A partial matching of
positions of antigen determinants (IgE epitopes) in amino acid sequences of Ara h 3 and soybean 11S globulin subunits
was shown. Possible ways for reducing of the allergenicity of 11S globulins from the seeds of soybean and other plants
is discussed.

Keywords: seed storage 11S globulins, allergens, IgE epitopes, peanut, soybean.

Semintele sunt o sursa importantd de proteine alimentare. O parte semnificativa a proteinelor din seminte
constituie leguminele, globulinele de rezerva 118 [5]. In semintele multor plante de cultura utilizate in ali-
mentatie leguminele sunt alergeni. Cele mai alergene sunt proteinele din arahide [15], inclusiv leguminele
Ara h3 si Ara h4 [12,16]. Conform datelor prezentate in SDAP (Structural Database of Allergenic Proteins) [9],
alergene sunt leguminele din 12 plante, ale caror seminte sunt folosite in alimentatie (Tab.1).

In aceasti lucrare se examineaza structura cristalind pdb|3c3v a alergenului Ara h3 din arahide si se ana-
lizeaza prezenta probabila a epitopilor IgE, identificati in subunitatile Ara h3, in secventele de aminoacizi
ale leguminelor altor plante din colectia SDAP. Se discutd modalitatile posibile de reducere a alergenicitatii
globulinelor 118 din seminte.

Tabelul 1
Subunititile leguminelor plantelor care, potrivit SDAP, sunt alergeni
SDAP denumirea Accession Speciile Denumirea abreviata
*
T M 1
Gly m G1* [2] 169973
Gly m G2* [7,8] 295800
Gly m G3 P11828 Glycine max Gly
Gly m G4 Q7GC77
Gly m G5 Q9SB11
Prudu 6 [21] 258588247
Pru du 6.0101 307159112 Prunus dulcis Pru
Pru du 6.0201 307159114
Cor a9 [3] 18479082 Corylus avellana Cor
Sin a 2.0101 [14] Q2TLWQ Sinapis alba Sin
Cari[17] 158998780 Carya illinoinensis Car
Jugr4.0101 Q2TPW5 Juglans regia Jug
Ses16.0101 QOXHPO Sesamum indicum Ses
Sesi7.0101 Q9AUD2
Ana 02 [20] 25991543 Anacardium occidentale Ana
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Fag el* [23] 2317674

Fagel 2317670 Fagopyrum esculentun Fag

Fagel 29839419

Pis v 2.0101 110349082

Pis v 2.0201 110349084 Pistacia vera Pis

Pis v 5.0101 171853009

Ber e2 30313867 Bertholletia excelsa Ber

*subunititile in ale caror secvente au fost identificati determinantii antegen (epitopii IgE).
In coloana din dreapta sunt indicate denumirile abreviate ale alergenilor utilizati in Figura 5.

Metode de cercetare

Pentru analiza au fost folosite urmatoarele programe: SDAP — pentru cautarea si caracterizarea legumine-
lor ca alergeni si Clustal W2 — pentru alinierea secventelor de aminoacizi. Programa DeepView/Swiss-PDB
Viewer a fost utilizatd pentru analiza structurii tertiare a proteinelor si construirea diagramelor panglica.
Modelarea omoloagé a structuri tertiare si cuaternare a leguminei din arahide a fost realizatd cu ajutorul
Swiss-model [1,4], folosind ca matritd structura cristalina a subunitatii sale 3c3v.

Rezultate si discutii

Structura alergenului Ara h3 din arahide este tipica pentru leguminele din semintele altor plante.
Subunitatile leguminelor sunt sintetizate intr-un singur lant polipeptidic, post-translational despicat in o- si
B-catene (domeniile N- si C-terminale, respectiv). Domeniile N- si C-terminale structural echivalente ale legu-
minelor formeaza B-barrel din opt strenduri majore (BCDEFGHI) si un numar suplimentar de p-strenduri
antiparalele, legat cu un grup de a-helixuri [11]). Domeniile C-terminale sunt conservative, in timp ce do-
meniile N-terminale contin trei insertii hidrofile nestructurate: / — intre strendurile £ si F, 2 — intre B-barrel si
grupul de a-helixuri si 3 — linkerul interdomenic alungit.
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Fig.1. Diagrama panglici a structurii tertiare B
a a-catenei (A) si a pB-catenei (B) leguminei
3c3v Arachis hypogaea. Baza structurii a- si
B-catenelor leguminei din arahide si a altor
legumine il constituie B-barrel cu B-strenduri
BCDEFGHI, suplimentat cu B-strendurile A',
A si J, J' si o-helixul h0. B-strendul Z este 5
specific a-catenei leguminei [11]. a-helixul z . )
hl'suplimentar este prezent doar in unele din . A T h1 h2
leguminele cu structura tertiara cunoscuta [19]. h3
Liniile punctate aratd pozitia insertiilor hidro- A

D . G326 I
file 7, 2 si 3 in secventa a-catenei.

ho 4 —= B
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In molecula oligomeri a leguminelor subunititile sunt unite in trimeri; trimerii a doua subunitati se com-
bind intr-un hexamer al proteinei mature. In structurile trimere i hexamere insertiile hidrofile /-3 formeaza
straturile superficiale ale moleculei (Fig.2).

Fig.2. Diagrama panglica a structurii cuaternare a leguminei 3¢3v Arachis hypogaea.
A —hexamerul subunitatilor A-F; B — trimerul subunitétilor A-C. Zonele intunecate pe diagrame
descriu structura modelului insertiilor hidrofile /-3 in una din a-catene.

Epitopii IgE in secventele a-catenei leguminelor din arahide si soia. In legumina Ara h3 din arahide
au fost identificati patru epitopi IgE [16] (Fig.3): epitop 1 in regiunea N-terminala a B-barrelui (B-strendul A4
si a-helix £0), epitop 2 si epitop 3, respectiv, in regiunea a-helixului 47/h2 si in regiunea adiacenta pB-stren-
dului J', si epitop 4 in regiunea hidrofild C-terminala. in Gly m G1, legumina din soia, au fost identificati doar
doi epitopi IgE [2], a caror pozitie se suprapune partial cu pozitia epitopilor 2 si 3 ai leguminei din arahide.
Pozitia unuia din cei trei epitopi IgE ai leguminei din soia, Gly m G2 [8], prezentati in Figura 3, de asemenea
se suprapune partial cu pozitia epitopului 3 al leguminei din arahide. Doi epitopi IgE imunodominanti au fost
identificati si in B-catenele Gly m G2.

A hO B C D E
Ara h3 29 EGGYIETWNPNNQEFECAGVALSRLVLRRNALRRPFYSNAPQEIFIQQGRGYFGL: 83
Gly G1 29 EGGLIETWNPNNKPFQCAGVALSRCTLNRNALRRPSYTNGPQEIYIQQGKGIFGM: 83
Gly G2 27 EGGFIETWNPNNKPFQCAGVALSRCTLNRNALRRPSYTNGPQEIYIQQGNGIFGM: 81

*khk KAAkAAkAAk - K-khkkkhkkAhAkikikk * KEAXkAAkAkA K-k FXxAAk-k)kkik X Kk~

1 a

J hl h2 h3
Ara h3 174 RRFNLAGNTEQEFLRYQQ:HEGGNIESGETPEFLEQAFQVDDRQIVQNLRGENESE 273
Gly G1 161 RRFYLAGNQEQEFLKYQQ:NEGGSILSGFTLEFLEHAFSVD-KQIAKNLQGENEGE 231
Gly G2 159 RRFYLAGNQEQEFLKYQQ:NEGSNILSGFAPEFLKEAFGVN-MQIVRNLQGENEEE 229

*khkk KAhkkkhk FhxkkkhAk-k)kkhkk XAk *=kkk=- kkhkk- Kk KX- *k =kk-kkkkhk X

b 2

J,
Ara h3 274 EEGAIVTVRGGLRILSPDRKRRAD---EEEEYDEDE-YEYDEEDRRRGR 318

Gly G1 232 DKGAIVTVKGGLSVIKPPTDEQQQRPQEEEEEEEDEKPQCKGKDKHCQR 280
Gly G2 230 DSGAIVTVKGGLRVTAPAMRKPQQ———EEDDDDEEEQPQCVETDKGCQR 275

- ****** *x*x - - **-- * * -

3 4
Fig.3. Epitopii IgE (text gras) identificati in secventele de aminoacizi ale a-catenei leguminelor din arahide [16] si soia [2,8].
Subliniat sunt marcate resturile de aminoacizi, a caror substituire in epitopii leguminei Ara h3 reduce alergenicitatea ei.
in linia de sus se arati pozitia structurilor secundare ale leguminelor [19]. in linia de jos sunt numerotati epitopii 1-4 ai
Ara h3 si aratata pozitia epitopilor imunodominanti a i b in Gly m G2. Prin doua puncte (:) este desemnatd discontinui-
tatea secventelor (omisd regiunea B-strendurilor FGHI si regiunea hidrofild intre B-barrel si a-helixurile h1-h3).
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Antigenii determinanti potentiali in secventele alergenilor familiei leguminelor. Programul SDAP ofera
oportunitatea aprecierii cantitative a probabilitatii prezentei epitopilor IgE Intr-o anumita proteina, a carei aler-
genicitate este cunoscutd sau presupusa. Metoda se bazeaza pe compararea proprietitilor fizico-chimice ale
fiecarui aminoacid din secventa epitopului IgE, identificat in proteina alergend A, cu fiecare aminoacid din
regiunea similard dupa structura primara in secventa proteinei cercetate B. Probabilitatea prezentei epitopului
IgE in proteina cercetata este apreciatd cantitativ cu ajutorul indicelui PD (Property Based Peptide Similarity
Index for Two Sequences) [9]. Odata cu cresterea diferentelor dintre secventele aminoacide ale proteinelor A
si B, valoarea indicelui PD creste de la zero (secventele sunt identice) pana la valoarea maxima egala cu 10,
mai sus de care prezenta epitopului IgE corespunzator in proteina B este putin probabild [10]. Ca exemplu
aducem graficul modificarii indicelui PD la substituirea restului Phe in epitop 2 IgE al Ara h3 cu ceilalti 19
aminoacizi naturali ramasi (Fig.4).
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Fig.4. Substituirea restului Phe in epitop 2 IgE al Ara h3 duce atat la marirea indicelui PD (/), cat si a valorilor convertite
ale frecventei substituirii aminoacizilor in matricea Dayhoff [6] (2). Caracterul dependentelor / si 2 este similar, deoa-
rece in ambele cazuri depinde de deosebirile dintre proprietatile fizice si chimice ale Phe si ale aminoacizilor care il sub-
stitue. Metoda de convertire a valorilor in matricea Dayhoff: din valoarea ce corespunde 1n matrice frecventei de conser-
vare a Phe se scade valoarea frecventei de substituire a acestuia cu fiecare dintre cei 19 aminoacizi naturali. De
exemplu, valoarea ce corespunde frecventei de conservare a Phe in matrice este egala cu 9; frecventa substituirii Phe cu
Gly in matrice este egala cu -5. Prin urmare, valoarea convertita pentru substituirea Phe/Gly 9 - (-5) =9 + 5 = 14.

PD

10 - e pe-—f-——q---

OEO
Ara Gly Pru Cor Sin Car Jug Ses Ana Fag Pis Ber
Fig.5. IgE epitopii potentiali in secventele de aminoacizi ale a-catenelor leguminelor.
Ca matrita au fost folosite secventele epitopilor IgE 2(7) si 3(2) ale Ara h3. Valorile indicelui PD indicate corespund
celor mai mici valori obtinute la analiza fiecarei specii de plante. Linia punctata reprezinta valori ale indicelui PD
mai mari de 10. Denumirile complete ale speciilor enumerate sunt indicate in Tabelul 1.
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IgE epitop 2 din Ara h3 apartine secventei conservative din regiunea a-helixului /7 si 42 (Fig.3). De aceea,
cu o anumita probabilitate, IgE epitopul corespunzator poate fi prezent in secventele tuturor leguminelor, a
caror alergenicitate a fost stabilitd (Tab.1). Dimpotriva, prezenta IgE epitopului 3 din Ara h3 in secventele
leguminelor altor specii este mai putin probabilad. Studiul clinic a stabilit ca acest epitop reprezinta cea mai
mare alergenicitate [16]. Probabil, acesta este unul dintre motivele pentru care semintele de arahide, compa-
rativ cu semintele altor plante, sunt alergeni mai puternici.

Printre leguminele celor 12 specii (Tab.1), a caror alergenicitate a fost stabilitd, cea mai Tnalta alergenici-
tate dupa arahide o au glicinina, globulina 11S din soia (Fig.5). Deoarece dintre leguminoase soia este o cul-
turd agricold importanta, prezentim in Tabelul 2 evaluarea comparativa a indicelui PD obtinut prin suprapu-
nerea celor patru IgE epitopi imunodominanti identificati in subunitatea G2 din glicinina [8] cu celelalte 4
subunitati ale ei.

Tabelul 2
Alergenicitatea potentiala a subunitatilor de tipul I si II ale leguminei din soia
Epitopii Gly m G2 Epitopii Ara h3
a b c d 1 2
G2 0,00 0,00 0,00 0,00 2,87 3,67
Gl 0,90 0,00 2,02 0,36 2,87 3,39
G3 1,76 0,57 0,85 2,14 2,87 2,52
G4 9,56 9,59 7,67 7,98 5,67 6,38
G5 9,60 9,89 9,32 7,97 4,90 6,38

Nota. Indicii PD, obtinuti prin suprapunerea celor 4 epitopi IgE dominanti din subunitatile
Gly m G2 (epitopii a si b, a-catend, Fig.3; epitopii c si d, B-catend) cu subunitatile G1 si G3,
G4 si G5 ale glicininei si a epitopilor 1 si 2 din Ara h3 cu toate cele 5 subunitéti ale glicininei.

Molecula heterohexamera a glicininei din soia este formata din subunitati de tipul I (G1, G2 si G3) si I
(G4, G5) ce difera semnificativ dupa structura primard [13]. Acest lucru explicd diferentele semnificative
intre indicii PD, obtinuti pentru subunitatile de tipul I i II. Mentionam cé atunci cand se utilizeaza ca matrice
epitopii IgE ai proteinei straine Ara h3, de asemenea se depisteaza un potential alergen relativ scazut al sub-
unitatilor de tipul II ale glicininei.

Reducerea alergenicitatii glicininei din soia, precum si a altor alergeni alimentari, poate fi realizata prin
substituirea, dupa metode de inginerie geneticd, a aminoacizilor in secventele epitopiilor responsabili pentru
legarea IgE. Insi, aceastd metoda este destul de complicati si nu foarte populara in randul consumatorilor de
seminte de soia 1n produsele alimentare. Mai atractive sunt alte doud abordari in rezolvarea problemei alerge-
nicitatii glicininei.

Abordarea 1. Proteoliza initiald a glicininei din soia se limiteaza la distrugerea regiunii C-terminale a
a-catenei [18], sensibild la atacul proteolitic ce contine epitopii IgE. Probabil, proteoliza limitata a glicininei
poate atenua semnificativ alergenicitatea ei.

Abordarea 2. Prin selectarea secventiald de mutatii naturale de soia [22] pot fi obtinute seminte, care contin
glicinina constituitd exclusiv din subunitati de tipul II, cu o alergenicitate relativ scazuta.

S-ar putea ca ambele abordari de rezolvare a problemei privind alergenicitatea globulinelor 11S sa fie
aplicate pentru alte plante, ale caror seminte sunt utilizate in produsele alimentare.
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