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ANALIZA IN SILICO ALERGENNYCH BIALEK ORZECHA ZIEMNEGO
(ARACHIS HYPOGAEA L.), GLOWNIE ARA H 9, W PROGNOZOWANIU
EPITOPOW SUROWCOW ROSLINNYCH REAGUJACYCH KRZYZOWO

Streszczenie

W pracy przeprowadzono analizg in silico w celu oceny reaktywnos$ci krzyzowej biatek orzecha ziem-
nego (Arachis hypogaea L.), ze szczegbélnym uwzglednieniem bialka Ara h 9 — markera reaktywnosci
krzyzowej w odniesieniu do bialek owocow. Okreslono mozliwos¢ wystepowania reakcji krzyzowych
migdzy réznymi biatkami orzecha ziemnego, jak rowniez migdzy bialkami orzecha ziemnego a biatkami
innych alergenow pokarmowych, w tym powszechnie znanych alergendéw soi, soczewicy, pomidora, orze-
cha laskowego, jabloni zwyczajnej i brzoskwini oraz m.in. chinskiego liczi i daktylowca. Podobienstwo
sekwencji epitopow biatek orzecha ziemnego na poziomie > 80 %, oceniane na podstawie komputerowych
baz danych: UniProtKB i BIOPEP oraz programu EVALLER, stwierdzono gldwnie w stosunku do epito-
pow soi, pomidora, orzecha laskowego, jabloni i brzoskwini.

Stowa kluczowe: alergenne biatka orzecha ziemnego, epitopy, reaktywnos¢ krzyzowa, algorytm DFLAP,
EVALLER, BIOPEP

Wprowadzenie

Alergia pokarmowa to nieprawidlowa reakcja uktadu immunologicznego, ktora
wystepuje u 0sob wrazliwych na niektore sktadniki obecne w zywnosci (np. biatka) [5,
10, 14]. Reakcje alergiczne wywotane przez biatka orzecha ziemnego dotycza ok. 0,5 +
0,7 % populacji ogotem [22, 23]. Okoto 7 + 10 % wszystkich bialek orzecha ziemnego
uznano za substancje o charakterze alergennym [17]. Obecnie sklasyfikowano 13 aler-
gendw orzecha ziemnego, okreslonych od Ara h 1 do Ara h 13 (wg listy alergenow
opublikowanej przez Podkomitet ds. Nazewnictwa Alergenow Miedzynarodowej Unii
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Towarzystw Immunologicznych (ang. Allergen Nomenclature Sub-committee of the
International Union of Immunological Societies) [9, 11, 18, 26].

Ara h 9 nalezy do grupy biatek alergennych orzecha ziemnego, powodujacych
silne reakcje alergiczne. To biatko transportujace lipidy (ang. Lipid Transfer Protein)
o masie czasteczkowej 9,8:10° Da i pI 9,45, wystepujace w 2 izoformach Ara h 9.0101
1 Ara h 9.0201. Ze wzgledu na podobienstwo sekwencji aminokwasowej Ara h 9 orze-
cha ziemnego do sekwencji aminokwasowych innych alergenéw obecnych w owocach,
gtéwnie z rodziny rézowatych (Rosaceae), np. alergenu jabtoni Mal d 3 oraz alergenu
brzoskwini Pru p 3, istnieje mozliwo$¢ wystapienia wysokiej reaktywno$ci krzyzowe;j
mi¢dzy tymi biatkami. Ara h 9 uznano za marker reaktywnosci krzyzowej zwigzanej
z alergia na owoc brzoskwini oraz inne owoce wywodzace si¢ z tej samej rodziny
(jabtko, gruszke, sliwke itp.) [11, 12].

Alergia wywotana spozyciem bialek orzecha ziemnego jest przyktadem alergii
IgE-zaleznej 1 u niektorych osob moze wywota¢ szok anafilaktyczny [8, 16, 21, 27].
W odpowiedz immunologiczng zaangazowane sg limfocyty T i B. Limfocyty aktywo-
wane antygenem przeksztatcajg si¢ w komorki Thl 1 Th2. Aktywacja komorki Th2
prowadzi do uwalniania cytokin, ktére pobudzaja limfocyty B do produkcji przeciwciat
IgE przeciw specyficznemu antygenowi, prezentowanemu komorkom T. Przeciwciala
IgE wiaza si¢ z powierzchnig komorek tucznych i bazofili (granulocytow zasadochton-
nych). Potaczenie kilku przeciwcial z antygenem na komorce tucznej prowadzi w kon-
sekwencji do degranulacji i uwalniania mediatoré6w odpowiedzialnych za wystapienie
alergii pokarmowej [24].

Dotychczasowe badania potwierdzaja powstawanie reakcji krzyzowych miedzy
biatkami orzecha ziemnego i innymi biatkami roslin, zwlaszcza stragczkowych (np. soi,
soczewicy) oraz miedzy epitopami biatek orzechéw réznych gatunkow [1, 20, 22, 25].
Najwigksze prawdopodobienstwo wystapienia reakcji krzyzowej istnieje mi¢dzy orze-
chem wtloskim a laskowym oraz orzechem pekan [6]. Mozliwo$¢ zachodzenia takich
reakcji moze wynika¢ bezposrednio z podobienstwa sekwencji aminokwasowe;j 1 struk-
tury trzeciorzedowej biatek. Mozna wymieni¢ wiele przyktadow wystepowania reakcji
krzyzowych. Reakcje krzyzowe zachodzgce miedzy biatkami pytkow roslinnych
(gtownie pylkoéw brzozy, ambrozji 1 bylicy) a biatkami orzecha ziemnego okreslane sg
jako tzw. zespdt pytkowo-pokarmowy — PFAS (ang. Pollen-Food Allergy Syndrome).
Innym przyktadem zespotu alergii moze by¢ syndrom lateksowo-owocowy — LFS
(ang. Latex-Fruit Syndrome) [15, 16].

Identyfikacja potencjalnie alergennych biatek jest niezbgdna do bezpiecznego
wprowadzania na rynek produktéw spozywczych. Sekwencje aminokwasowe biatek
mozna analizowac, wykorzystujac rézne bazy danych (np. UniProtKB) [4], bazy biatek
alergennych i ich epitopow (np. BIOPEP) [3] oraz programy komputerowe (np.
EVALLER) [19] w celu oceny m.in. reaktywnos$ci krzyzowej bialek [13, 14]. Odpo-
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wiednio opracowane algorytmy i detektory komputerowe pozwalaja wykrywaé podo-
bienstwo sekwencji aminokwasowych mi¢dzy epitopami jeszcze niezidentyfikowanych
biatek a epitopami znanych alergenow. Przewidywanie reaktywnosci krzyzowej biatek
za pomocg programu EVALLER i algorytmu DFLAP [19] polega na znalezieniu okre-
slonych fragmentow sekwencji biatka, wykazujacych podobienstwo do epitopéw zna-
nych alergendéw. Ocena podobienstwa sekwencji epitopdw alergenowych, mogacych
reagowaé krzyzowo, do epitopéw znanych alergendw dokonywana jest poprzez po-
rownanie badanej sekwencji aminokwasowej biatka z sekwencjami biatek alergennych,
znajdujacych si¢ w zasobach bazy programu EVALLER [19]. Doktadny opis zasady
dziatania programu EVALLER na podstawie algorytmu DFLAP (ang. Detection Based
on Filtered Length-Adjusted Allergen Peptides) przedstawiono w pracy Soeria-
Atmadja i wsp. [24].

Celem pracy byta ocena reaktywnosci krzyzowej biatek orzecha ziemnego (Ara-
chis hypogaea L.) w warunkach in silico. W pracy analizowano, czy w biatkach orze-
cha ziemnego, a w szczegdlnosci w biatku Ara h 9, wystepuja sekwencje identyczne
lub zblizone do sekwencji aminokwasowych alergenéw niektérych owocow lub wa-
rzyw. Sekwencje aminokwasowe epitopow IgE orzecha ziemnego poréwnano z epito-
pami innych alergenéw pokarmowych przy uzyciu programu EVALLER i algorytmu
DFLAP [19].

Material i metody badan

Sposrod 495 sekwencji aminokwasowych biatek orzecha ziemnego (Arachis hy-
pogaea L.), dostepnych i zapisanych w bazie UniProtKB w podstawowym, stosowa-
nym w bioinformatyce, formacie FASTA [4], wybrano 58 sekwencji (w tym 7 sekwen-
cji znajdujacych si¢ rowniez w bazie BIOPEP [3, 4]. Byly to wszystkie sekwencje
biatek zapasowych orzecha ziemnego, oleozyn, biatek transportujacych ttuszcze oraz
profilin, ktére poddano analizie reaktywnosci krzyzowe;j.

Badania przeprowadzono w nastepujacych etapach:

— kopiowanie wybranych sekwencji biatka Arachis hypogaea L. z baz danych: Uni-
ProtKB i BIOPEP w formacie FASTA,

— analiza sekwencji biatka w programie EVALLER [19], stuzagcym do przewidywa-
nia reaktywnosci krzyzowej biatek [24],

— znalezienie zestawu fragmentéw sekwencji identycznych lub podobnych do do-
wolnych fragmentow sekwencji alergenow, wystepujacych w bazie programu
EVALLER.

Wyniki i dyskusja

Program EVALLER moze stuzy¢ do przewidywania reakcji krzyzowych biatek.
Korzystajac z programu (na podstawie algorytmu DFLAP) wyszukano w sekwencji
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analizowanego bialka fragmenty podobne do sekwencji epitopow wystepujacych
w innych, alergennych biatkach zywnosci [2, 24]. Sekwencje aminokwasowe wybra-
nego biatka orzecha ziemnego (bazy UniProtKB i BIOPEP) wprowadzono w formacie
FASTA do okna dialogowego programu EVALLER i zaznaczono maksymalng liczbe
dopasowanych sekwencji (maksymalnie mozliwa liczba dopasowan w programie wy-
nosi 7). W ten sposob wyszukano 7 najbardziej podobnych sekwencji aminokwaso-
wych w stosunku do badanej sekwencji biatka. Na podstawie wynikow analizy in silico
uzyskano informacj¢ czy analizowane biatko wykazuje reaktywnos¢ krzyzowa wobec
innych biatek Zzywnosci oraz dane o lokalizacji potencjalnych epitopéw w tancuchu
analizowanego biatka.

Na rys. 1. przedstawiono graficznie schemat tancucha polipeptydowego Ara h 9
(numer identyfikacyjny ID B6CEXS8 w bazie UniProtKB) — markera reaktywnosci krzy-
zowe] w odniesieniu do bialek owocow, glownie z rodziny rézowatych (Rosaceae) [11,
12] oraz lokalizacje 7 epitopow innych alergenéw pokarmowych (rys. 1), dopasowanych
do fragmentéw tancucha Ara h 9 przy wykorzystaniu programu EVALLER [19].
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Rys. 1. Graficzne przedstawienie lokalizacji epitopéw Ara h 9 orzecha ziemnego (ID B6CEXS8) oraz
epitopow innych alergendw (niespecyficznych bialek przenoszacych lipidy), w tancuchu alerge-
nu Ara h 9: a) Zea m 14 z kukurydzy (ID P19656), b) Lyc e 1 z pomidora (ID CAJ19705),
¢) Hev b 12 z kauczukowca brazylijskiego (ID AAL25839), d) Lyc e 2 z pomidora (ID
CAJ19706), e) Pru p 3 z brzoskwini (ID P81402), f) Cor a 8 z orzecha laskowego (ID
AAK28533), g) Mal d 3 z jabloni zwyczajnej (ID AAR22488) — dopasowanych w programie
EVALLER [19].

Fig. 1.  Graphic representation of locations of Ara h 9 epitopes of (ID B6CEXS8) peanut and of epitopes
of other allergens (non-specific lipid transfer proteins) in chain off Ara h 9 allergen: a) Zea m 14
of maize (ID P19656), b) Lyc e 1 of tomato (ID CAJ19705), ¢) Hev b 12 of Hevea brasiliensis
(ID AAL25839), d) Lyc e 2 of tomato (ID CAJ19706), ) Pru p 3 of peach (ID P81402), f) Cor
a 8 of hazelnut (ID AAK28533), g) Mal d 3 of common apple tree (ID AAR22488) — matched
in the EVALLER software [19].
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W tab. 1. przedstawiono sekwencje aminokwasowe epitopow alergenu Ara h 9
oraz epitopow innych alergenow pokarmowych o podobnej sekwencji aminokwasowe;.
Dla porownywanych epitopow biatek przedstawiono identyczne sekwencje 6 - 11-
aminokwasowe oraz cechy podobienstwa sekwencji porownywanych epitopdw, tj.
podobienstwo sekwencji (wyrazone w %) i wspotczynniki Smith-Watermana (tab. 1).

Prawdopodobienstwo wystapienia reakcji krzyzowej jest bardzo wysokie woOw-
czas, gdy podobienstwo sekwencji aminokwasowej bialek wynosi minimum 70 %.
Male prawdopodobienstwo wystgpienia reakcji krzyzowej obserwuje si¢ przy podo-
bienstwie sekwencji ponizej 50 % [16]. Oficjalnymi kryteriami bioinformatycznymi
przyjetymi przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (ang. World Health Organization) do
identyfikacji biatek jako alergenow, ktore moga reagowac krzyzowo z poznanymi
wczesniej alergenami, s3: podobienstwo wspolnego fragmentu zawierajacego co naj-
mnigj 6 - 8 reszt aminokwasowych lub obecnos¢ podobnego fragmentu zawierajacego
co najmniej 80 reszt aminokwasowych (podobienstwo minimum 35 %) [7, 14]. Se-
kwencje aminokwasowe epitopow Ara h 9 byly podobne do sekwencji epitopow aler-
genowych jabtoni, brzoskwini i pomidora (w ok. 80 - 85 %), kukurydzy (w ok. 68 %)
oraz orzecha laskowego i kauczukowca brazylijskiego w ok. 63 % (tab. 1). Wedlug
Barrio i wsp. [2] biatko moze wykazywa¢ wlasciwosci alergenne, jesli warto$¢ wspot-
czynnika Smith-Watermana jest > 100. Wartosci wspotczynnika Smith-Watermana
epitopow alergenu Ara h 9 wynosity od 114 do 133 (tab. 1).

Fragmenty sekwencji 58 biatek orzecha ziemnego zostaty dopasowane automa-
tycznie przez program do sekwencji 7 epitopéw znanych alergenow pokarmowych
(gtéwnie owocow i warzyw), dostepnych w bazie programu EVALLER (razem 58 x 7
= 406 epitopow). Na podstawie dopasowanych fragmentéow sekwencji bialek orzecha
ziemnego do epitopdéw innych alergenéw pokarmowych mozna przypuszczaé, ze 58
analizowanych biatek moze wywotywac reakcje krzyzowe.

Uwzgledniajac strukture pierwszorzedowa epitopow biatek orzecha ziemnego
stwierdzono wzajemne podobienstwo 200 epitopéw w grupie bialek od Ara h 1 do Ara
h 8 (z wyjatkiem Ara h 5). Podobienstwo sekwencji aminokwasowych epitopow, w tej
grupie bialek, wynosito 70 - 100 %, a wartosci wspotczynnika Smith-Watermana
ksztaltowaly si¢ w przedziale od 113 do 466. Ponadto, sekwencje aminokwasowe epi-
topoéw alergenu Ara h 9 wykazaty podobienstwo do 206 fragmentéw peptydowych,
pochodzacych z innych zrédet, w tym: soi — 60, soczewicy — 35, pomidora — 20, orze-
cha laskowego — 20, jabtoni zwyczajnej — 18, gruszy pospolitej — 16, brzoskwini — 15,
gryki — 5, chmielu japonskiego — 4, liczi chinskiego — 3, ambrozji bylicolistnej — 3,
daktylowca — 3, kukurydzy — 2 oraz kauczukowca brazylijskiego — 2. Stopien podo-
bienstwa sekwencji epitopow orzecha ziemnego wobec epitopéw wymienionych aler-
gendéw pokarmowych, pochodzacych z innych zrodet, wynosit od 45 % (epitopy gruszy
pospolitej) do 98 % (epitopy soi). Podobienstwo sekwencji epitopéw biatek orzecha
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ziemnego > 80 % stwierdzono w stosunku do epitopéw glicyniny i konglicyniny soi
(gtownie wobec takich alergenow, jak: Ara h 1, Ara h 3 i Ara h 4), profiliny 1 biatka
przenoszacego lipidy (LTP) z pomidora (wobec Ara h 51 Ara h 9), oleozyny orzecha
laskowego (wobec Ara h 10 i Ara h 11), alergenu Mal d 3 jabtoni zwyczajnej (wobec
Ara h 8 i Ara h 9) oraz brzoskwini (gléwnie wobec Ara h 9). Ponadto we wszystkich
porownywanych sekwencjach epitopéw obecne byly fragmenty identyczne, co naj-
mniej 6 - 8-aminokwasowe [7]. Wartosci wspotczynnika Smith-Watermana znacznie
przekroczyty 100, co oznacza, ze analizowane bialka stanowig potencjalne zagrozenie
dla 0s6b chorych na alergi¢ pokarmowg [2].

Na podstawie wynikow analizy in silico mozna przypuszczacé, ze reakcje krzyzo-
we moga wystepowac migdzy biatkami orzecha ziemnego i roslin straczkowych, takich
jak soja i soczewica [20]. Podczas korzystania z programu EVALLER istnieja ograni-
czenia co do liczby mozliwych dopasowan sekwencji epitopow (program pozwala na
maksymalnie 7 dopasowan dla danego biatka), dlatego nie potwierdzono wystepowa-
nia reakcji krzyzowych miedzy biatkami orzecha ziemnego a biatkami fasoli, grochu
i ciecierzycy [20]. Przeprowadzona w pracy analiza in silico bialka orzecha wloskiego
w stosunku do bialek orzecha ziemnego pozwolita na potwierdzenie podobiefistwa
91-aminokwasowych epitopow biatka wicylino-podobnego orzecha wloskiego
(Jug r 2) i konarachiny orzecha ziemnego (Ara h 1) na poziomie 40,66 % (warto$¢
wspolczynnika Smith-Watermana = 200). Przedstawione wyniki badan dotycza jedynie
rozwazan teoretycznych. Alergia pokarmowa stanowi wazny problem kliniczny. Dla-
tego tez siega si¢ po nowe narzedzia badawcze i prowadzi badania in silico z wykorzy-
staniem narzedzi bioinformatycznych. Na podstawie informacji z badan klinicznych
oraz wynikow badan prowadzonych przy uzyciu nowoczesnych metod analitycznych,
w tym immunometrycznych, powstaja lub uzupeliane sg bazy danych zawierajace
informacje na temat epitopéw alergennych, m.in. biatek orzecha ziemnego. Sg to tzw.
epitopy eksperymentalne, czyli zidentyfikowane przy uzyciu metod instrumentalnych
(np. 2-DE, MALDI-MS).

Podsumowanie

Wykorzystujac program EVALLER przeprowadzono analize in silico biatek
orzecha ziemnego (Arachis hypogaea L), ze szczegdlnym uwzglednieniem Ara h 9,
z jednoczesnym wskazaniem lokalizacji potencjalnych epitopéw w tancuchu danego
biatka. Program umozliwit analiz¢ poréwnawczg epitopdéw alergennych orzecha ziem-
nego z epitopami innych alergenow pokarmowych. Na podstawie uzyskanych wyni-
kéw analizy wybranych biatek orzecha ziemnego uznano, ze sg to alergeny reagujgce
krzyzowo, gtdwnie wobec bialek owocow 1 warzyw, a sekwencje niektérych epitopow
sg zblizone do sekwencji epitopow znajdujacych si¢ w bazie BIOPEP. Stwierdzono
obecnos¢ fragmentow peptydowych o sekwencji aminokwasowe;j takiej samej jak se-
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kwencja epitopéw Ara h 9 lub zblizonej do niej, wystepujacych w zidentyfikowanych
epitopach alergenow pokarmowych, takich jak: orzech ziemny, soja, soczewica, pomi-
dor, orzech laskowy, jabton zwyczajna, brzoskwinia, grusza pospolita, gryka, chmiel
japonski, liczi chinskie, ambrozja bylicolistna, daktylowiec, kukurydza i kauczukowiec
brazylijski. Stopien podobienstwa sekwencji epitopéw orzecha ziemnego do epitopow
ww. alergennych bialek zywnosci byt zréznicowany (od 45 do 100 %). Podobienstwo
sekwencji epitopow biatek orzecha ziemnego na poziomie > 80 % stwierdzono glow-
nie w stosunku do epitopdéw alergendw pokarmowych: soi, pomidora, orzecha lasko-
wego, jabtoni zwyczajnej i brzoskwini. Wyniki te wskazuja na mozliwo$¢ wystgpowa-
nia reakcji krzyzowych biatek orzecha ziemnego z wymienionymi biatkami.

Niniejsza praca byla finansowana w ramach tematu statutowego Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie nr 528-0712-809.
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IN SILICO ANALYSIS OF PEANUT (ARACHIS HYPOGAEA L.) ALLERGENIC PROTEINS,

MAINLY OF ARA H 9, TO PREDICT EPITOPES IN CROSS-REACTING PLANTS

Summary

In the paper, an in silico analysis was performed for the purpose of assessing the cross-reactivity of
peanut (4Arachis hypogea L.) proteins, and special attention was paid to the Ara h 9 protein, a marker for
cross-reactivity concerning fruit proteins. There were determined possible cross-reactions, which might
occur among various proteins of peanut as well as among peanut proteins and other food allergen proteins
including the commonly known proteins of soybean, lentil, tomato, hazelnut, common apple, and peach,
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and, also, some other proteins such as, inter alia, Chinese lychee and date palm fruit. Using UniProtKB
and BIOPEP databases as well as the EVALLER software database, the matching degree of peanut protein

epitope sequences (> 80 %) was determined mainly against soybean, tomato, hazelnut, apple and peach
epitopes.

Key words: peanut allergenic proteins, epitopes, cross-reactivity, DFLAP algorithm, EVALLER,
BIOPEP B4
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