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IMUNOREACTIVITATEA INCRUCISATA POTENTIALA A

GLOBULINELOR DE REZERVA DIN SEMINTE

Ala CHERDIVARA
Universitatea de Stat din Moldova

Globulinele de rezerva 7S si 11S din semintele de arahide si de soia, ca ingrediente naturale ale alimentelor, pot
determina dezvoltarea reactiei alergice cauzate de formarea intensiva a imunoglobulinelor E (IgE) alergen specifice.
Secventele de aminoacizi ale globulinelor de rezerva din seminte sunt conservative; prin urmare, in secventele multora
dintre ele exista situsuri care sunt similare in structura primara a epitopilor IgE, ceea ce determina alergenicitatea globu-
linelor 7S si 11S din arahide si soia. in prezentul studiu a fost efectuati o evaluare cantitativd a probabilitatii prezentei
epitopilor IgE, care determind imunoreactivitatea incrucisata stabilita a globulinelor de rezerva din arahide si din soia in
globulinele 7S si 11S din semintele altor plante.

A fost efectuata o estimare cantitativa a probabilitatii prezentei epitopilor IgE ce determina imunoreactivitatea
incrucisata stabilitd a globulinelor de rezerva din arahide si soia in secventele de aminoacizi ale globulinelor 7S si 11S
din semintele altor plante.

Cuvinte-cheie: globuline de rezerva din seminte, alergeni, epitopi IgE, arahide, soia.

POTENTIAL CROSS IMMUNOREACTIVITY OF SEED STORAGE GLOBULINS

Seed storage 7S and 11S globulins of peanut and soybean as natural components of food can lead to the development
of increased allergic sensitivity caused by the intensive formation of allergen-specific immunoglobulin E (IgE). The
amino acid sequences of the seed storage globulins are conservative, therefore, in the sequences of many of them there
are sites that are close similar of IgE epitopes of 7S and 11S globulins of peanuts and soybeans.

In the present work, a quantitative assessment of the probability of the presence of IgE epitopes determining the
established cross immunoreactivity of seed storage globulins of peanuts and soybeans, in the sequences of 7S and 11S
seed storage globulins of other plants was carried out.

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

In secventele de aminoacizi ale globulinelor de rezerva 7S si 11S din semintele de arahide [1,2] si de soia [3,4]
au fost identificati determinantii antigenici (epitopii IgE), care determind imunoreactivitatea lor crescuta. O parte
din acesti epitopi IgE apartin regiunilor de secventa, in cadrul fiecareia dintre cele doud familii extinse de globu-
line 7S si 11S, care formeaza structuri secundare echivalente [5,6]. Structura primara a acestor regiuni este
foarte conservativa, ceea ce indica prezenta probabila a epitopilor IgE, similari celor identificati in globulinele
de rezerva din arahide si soia, in regiunile omoloage secventelor globulinelor 7S si 11S din semintele altor plante.

Secventele de aminoacizi ale globulinelor 7S si 11S, care provin dintr-un precursor evolutiv comun, sunt
omoloage [7,8]. Aceasta indica o posibila imuoreactivitate incrucigata nu doar a globulinelor 7S si a globuli-
nelor 118 in cadrul fiecareia dintre aceste familii, dar si intre aceste familii.

In prezenta lucrare se face o incercare de evaluare cantitativa a probabilitatii prezentei epitopilor IgE, iden-
tificati in globulinele 7S si 11S din arahide si din soia [1-4], in regiunile omoloage ale secventelor globuline-
lor de rezerva din semintele altor plante.

Metode si strategia de cercetare

Programul BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/) a fost utilizat pentru a cauta secventele de aminoacizi ale
globulinelor de rezerva, omoloage epitopilor IgE, identificati in globulinele 7S si 11S din arahide si din soia
[1-4]. Evaluarea cantitativa a probabilitatii prezentei epitopilor IgE, similari epitopilor IgE ai globulinelor din
arahide si din soia, in globulinele 7S si 11S din semintele altor plante a fost realizata cu ajutorul programului
SDAP [9]. Metoda se bazeaza pe compararea caracteristicilor fizico-chimice ale fiecareia dintre secventele
de aminoacizi ale epitopilor IgE, identificati in proteina alergena, cu fiecare dintre aminoacizii apropiati in
structura primara a regiunii secventei proteinei, care este studiata. Gradul de similaritate a secventelor com-
parate este estimat cu ajutorul indicelui PD (Property-Based Peptide Similarity Index for Two Sequences).
Pe masura ce diferentele dintre secventele comparate cresc, indicele PD creste de la zero (secventele sunt
identice) pana la o valoare limita, egald cu zece, deasupra careia prezenta epitopului IgE corespunzator in
proteina cercetata este putin probabila [9].
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Pentru a evalua imunoreactivitatea incrucisata potentiald a globulinelor de rezerva, se recomanda de a utiliza
in calitate de sablon numai secventele epitopilor IgE, identificati in globulinele 7S si 118, care prezinta imu-
noreactivitate incrucisata reald, adica coincid partial dupa pozitie in structurile lor primare si tertiare. Aceasta
conditie este satisfacuta de epitopii IgE ai globulinelor 11S din arahide, Ara h3 si din soia Gly m G1, precum
si ai globulinei 7S din arahide, Ara hl (Fig.1).

hl  h2
Ara h3 238 EGGNIFSGEFTPEFLAQAFQVD

Gly Gl 197 EGGSILSGFTLEFLEHAFSVD
Ara hl 138 DQSSYLQGFSRNTLEAAFNAE

. Kk e . K * K .

Fig.1. Imunoreactivitatea incrucisata a epitopilor IgE ai globulinelor 11S din arahide, Ara h3 (epitopul 2 [2])
si din soia Gly m G1 (epitopul 1 [3]), precum si ai globulinei 7S din arahide, Ara hl (epitopul 11 [1]). Secventele
epitopilor IgE sunt evidentiate cu bold. Resturile de aminoacizi, inlocuirea carora duce la scaderea nivelului de
alergenicitate a Ara hl si Ara h3, sunt subliniate [1, 2]. In structurile cristaline ale tuturor celor trei proteine (Ara h3,
pdb|3c3v; Gly m G1, pdb|1fxz; Ara hl, pdb|3smh), a-helixurile h1 si h2 dupa pozitie si extensie coincid complet.

Rezultate si discutii

Pentru a identifica imunoreactivitatea incrucisata a globulinelor de rezerva a fost efectuat initial o BLAST
cautare utilizand in calitate de sablon cele trei secvente de aminoacizi cu o lungime de 21 resturi, prezentate
in Figura 1. Cel putin doui dintre secventele identificate (primul nivel al BLAST cautarilor) sunt utilizate ca
sabloane de nivel secundar pentru BLAST cautarile ulterioare repetate.

Pentru fiecare dintre cele trei colectii obtinute, indicii PD au fost determinati utilizdnd in calitate de
sablon secventele a trei epitopi IgE (Fig.1). In concordanti cu rezultatele obtinute au fost intocmite trei
colectii finale cele mai informative ale secventelor cu valori relativ scazute ale indicilor PD. In continuare,
indicii PD au fost determinati pentru toate secventele acestor trei colectii, folosind toate cele trei variante de
epitopi IgE (Fig.1) ca sabloane in toate cele noua combinatii de perechi posibile.

Rezultatele studiului imunoreactivititii potentiale a globulinelor de rezerva din arahide, soia si alte plante,
prezentate in Figura 2, sunt documentate prin datele cantitative prezentate in Tabelul 1.

Tabelul 1

Evaluarea cantitativa a imunoreactivititii incrucisate a globulelor de rezerva 7S si 11S
in regiunile omoloage ale structurilor lor

Codul Planta Ara h3 PD Gly G1 PD Arahl PD
GNIESGETPEFLAQA | 0.00 | GGSILSGFTLEFLEHAFSV | 0.00 | SYLQGFESRNT | 0.00

11S

1 | kyp70740 Cajanus GNIFSGFTPEFLeQA | 1.06 | GGnIfSGFTpEFLEgAInV 3.59 | nifsGFtpef 10.91
2 | otgll724 Helianthus | GNIFnGFTPEIIAQs 2.68 | aGnlfnGFTpEliagsFnV 7.02 | nifnGFtpel 10.37
3 | kfk42731 Arabis NNIFSGFaPEVLAQA 2.69 | gnnlfSGFapEvLagAFKi 7.95 | nifsGFapev 11.35
4 | afq32288 Camelina nNIFtGFaPEILAQA 2.85 | gnnlftGFapEiLagAFKki 8.08 | niftGFapei 11.52
5 | aaa32778 Arabidopsis | nNIFNGFaPEILAQA 2.93 | gnnlfnGFapEiLagAFki 8.14 | nifnGFapei 11.33
6 | e0a36574 Capsella nNIFNnGFaPEILAQA 2.93 | gnnlfnGFapEiLagAFKki 8.14 | nifnGFapei 11.33
7 | xp_018449576 Raphanus nNIFnGFaPEILAQA 2.93 | gnnlfnGFapEiLagAFki 8.14 | nifnGFapei 11.33
8 | es036546 Eutrema NNIFnGFaPEiLAKA 3.51 | gnnlfnGFapEiLakAFki 8.54 | nifnGFapei 11.33
9 | cdy18193 Brassica NNIFNGFaPQILAQA 3.63 | gnnlfnGFapqiLagAFki 8.69 | nifnGFapqi 10.73
7Sa

10 | XP_015874370 Ziziphus tslISGFsthiLenA 6.66 | ptSILSGFsthiLEnAFnV 4.99 | SiLsGFSthi 7.48
11 | SNQ45153 Cannabis aslISGFdsEiLenA 6.43 | paSILSGFdsEiLEnAFnV 5.19 | SiLsGFdsei 9.12
12 | EXB98567 Morus tsvISGFdsEiLenA 6.56 | ptSvLSGFdsEiLEnAFnV 5.29 | SvLsGFdsei 9.22
13 | OIW15764 Lupinus aslISGFsPEiletA 7.46 | paSILSGFspEilEtAFnV 5.30 | SiLsGFSpei 8.43
14 | ABK80758 Ficus vsliSGFdsEiLenA 6.81 | pvSIISGFdsEILEnAFnV 6.00 | SiisGFdsei 9.89
15 | GAU15615 Trifolium vsvISGFgPgiLesA 7.04 | pvSvLSGFqpgiLEsSAFnV 6.52 | SvLsGFgpqi 9.17
16 | XP_011457328 Fragaria ksvISGFdsEiLtnA 7.12 | pkSVLSGFdsEiLtnAFnV 6.85 | SvLsGFdsei 9.22
7Sh

17 | AEB33713 Lupinus syFnGFsrmt 10.76 | syfnGFsrnt 10.28 | SYfInGFSRNT 1.82
18 | BAB64304 Glycine sylgGFsrni 10.99 | syLgGFsmi 10.34 | SYLQGFSRNi | 1.91
19| 2CV6 Vigna sylgGFskni 10.93 | syLgGFskni 10.00 | SYLQGFSKNi 2.63
20 | KYP48930 Cajanus sylgGFskni 10.93 | syLgGFskni 9.68 | SYLQGFSKNi 2.63
21| CAR78998 Lotus syInGFsrni 10.93 | syLnGFsmi 9.43 | SYLnGFSRNi 2.77

Nota: Ca sablon au fost uzilizate secventele epitopilor IgE ai globulinelor 11S din soia, Gly m G1 si din arahide, Ara h3
si ai globulinei 7S din arahide, Ara hl (Fig.1). Resturile de aminoacizi din globulinele 7S si 11S studiate, identice
cu cele prezente in fiecare dintre cei trei epitopi, sunt evidentiate cu bold. Resturile, nlocuirea cidrora duce la
scaderea alergenicitatii Ara h3 si Ara hl, sunt subliniate.
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Probabilitatea prezentei unui epitop IgE similar cu cel identificat in Ara h3 (Fig.1) in globulinele 11S 1-9
este destul de mare: indicii PD corespunzatori sunt mai mici de 4 (Fig.2, Tab.1). Este mult mai putin probabila
prezenta in aceleasi globuline 118 a epitopului IgE similar cu epitopul IgE al Gly m G1 (Fig.1,2). Se observa
aceeasi legitate atunci cand se analizeaza un set mai mare de secvente ale globulinelor 11S (datele nu sunt
prezentate). Diferentele in regiunile omoloage ale secventelor epitopilor IgE ai Gly m G1 si ai altor globuline
11S studiate sunt evidente (Tab.1).

Probabilitatea prezentei unui epitop IgE, similar cu cel identificat in Ara hl (Fig.1) cel putin in cinci glo-
buline 7S ale grupului 7S a (17-21, Fig.2), este suficient de mare: indicii PD corespunzatori sunt mai mici de 3
(Tab.1). Este evidenta absenta completa a imunoreactivitatii incrucisate a epitopului IgE al Ara hl (Fig.1) si
a portiunii omoloage a secventelor globulinelor 11S 1-9 (Fig.1, Tab.1).
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Fig.2. Imunoreactivitatea incrucisata a globulinelor de rezerva din seminte in regiunile omoloage ale structurilor
primare din regiunea a-helixurilor hl si h2 ale domeniilor N-terminale (Fig.1). Numerele din linia de jos corespund
globulinelor 11S 1-9 si globulinelor 7S ale grupelor 7S b (10-16) si 7S a (17-21), prezentate in Tabelul 1.

Ca sablon au fost utilizati epitopii IgE identificati in globulinele 11S din soia Gly m Gl si din arahide Ara h3,
precum si in globulina 7S din arahide, Ara hl (Fig.1).

La intocmirea, pe baza BLAST cautdrilor, a unei colectii de globuline, inrudite cu secventa epitopului IgE
din Gly m G1 (Fig.1), se detecteaza nu doar globuline 118, ci si globulinele 7S din grupul 7S b (Fig.1, Tab.1).
Indicii PD corespunzatori sunt relativ mari — de la 5 la 7 (Fig.2, Tab.1). Cu toate acestea, trebuie de avut in
vedere faptul ca Gly m G1 si Ara hl apartin la doua familii diferite de globuline de rezerva. De aceea, este
foarte probabil ca imunoreactivitatea incrucisata presupusa intre globulinele 7S (grupul 7S b) si globulinele
11S 1-9, prezentatd in Figura 2, va fi confirmata prin identificarea ulterioara a epitopilor IgE ai unui numar
mai mare de globuline de rezerva in regiunea a-helixurilor hl si h2 ale domeniilor N-terminale.

Daca aceasta ipoteza este adevarata, datele prezentate in Figura 2 indica prezenta probabila in secventele
globulinelor 7S a doua tipuri de epitopi IgE in regiunea a-helixurilor h1 si h2: epitopii 7S b si, respectiv, 7S a,
care detecteaza si nu detecteaza imunoreactivitatea incrucisata cu globulinele 11S.

Dintre rezultatele compararii perechilor de secvente ale celor trei epitopi IgE selectati din arahide si soia cu
regiunile omoloage ale secventelor altor globuline de rezerva, prezentate in Tabelul |, atrag atentia urmatoarele:

1. Toate secventele, fara exceptie, contin o pereche de resturi superconservative Gly si Phe. Inlocuirea
ambelor resturi in epitopul IgE din Ara hl [1] si a restului Phe in epitopul IgE din Ara h3 [2] duce la scaderea
nivelului de alergenicitate al acestor globuline.

2. Restul Leu, a carui inlocuire in epitopul IgE din Ara h3 duce la scaderea alergenicitatii acestei proteine,
este prezent in toate globulinele 7S din grupul 7S b. Acesta este un argument suplimentar in favoarea imuno-
reactivitatii incrucisate presupuse a globulinelor 11S si a globulinelor 7S din grupul 7S b.

3. Cele doua resturi Gly N-terminale ale epitopului IgE din Gly m G1 nu sunt caracteristice pentru sec-
ventele globulinelor 7S din grupul 7S b. Daca in calitate de sablon se utilizeaza secventa epitopului IgE din
Gly m G1 scurtat cu doua resturi N-terminale, atunci valoarea medie a indicelui PD pentru globulinele 7S din
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grupul 7S b scade de la 5,73+0,67 pana la 4,36+0,50. Aceasta observatie prezinta un alt argument in favoarea
imunoreactivitatii incrucisate presupuse a globulinei 11S Gly m G1 si a globulinelor 7S din grupul 7S b.

Rezultatele de mai sus ale studiului privind imunoreactivitatea potentiala a globulinei 11S Gly m Gl si a
globulinelor 7S din grupul 7S b pot stimula experimente ulterioare pentru identificarea epitopilor IgE in
globulinele 7S ale acestui grup.

Concluzii

Rezultatele cercetarii imunoreactivitatii incrucisate a globulinelor de rezerva din seminte, expuse in
aceastd lucrare, indicd prezenta stabilita (globulinele 11S si 7S din arahide si din soia), precum si prezenta
probabila a epitopilor IgE in regiunea C-terminalda omoloaga inalt conservativa a domeniilor N-terminale ale
globulinelor 11S si 7S. Asa cum s-a constatat n alte lucrari [10-18], scindarea acestei regiuni are loc in timpul
proteolizei initiale a multor proteine de rezerva din familia globulinelor 11S. Aceasta arata perspectivele de
reducere partiala prin proteoliza limitata a alergenicitatii nu doar a globulinelor 11S si 7S din arahide si din
s0ia, ci si a altor globuline de rezerva ale acestei familii.
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