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Abstract

Tropomyosins are part of a muscular protein family that includes a large number of
cross-reactive allergens originating mainly from invertebrates. Tropomyosins have been
identified as food allergens of animal origin from shellfish, such as crustaceans and
mollusks, and rarely from parasitic nematodes from fish or some edible insects, and as
aeroallergens from arthropods (house dust mites, storage mites, cockroaches). In current
allergy practice, in vitro analysis of IgE-mediated sensitization to tropomyosins can be
performed using singleplex immunoassays such as fluorencence enzyme immunoassay
and chemiluminescence or multiplex ones such as microarray on immuno solid phase
allergen chip and macroarray nanotechnology based immunoassay used as a
next-generation molecular allergy explorer.
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Tropomiozinele apartin unei familii de proteine musculare care include un numar mare
de alergene cu reactivitate incrucisatd, majoritatea din surse de nevertebrate (panalergen
al nevertebratelor), cum ar fi crustacee si moluste, acarieni din praful de casa, insecte si
helminti.

In functie de calea de expunere, sensibilizarea mediatd IgE este asociati rareori cu
simptome usoare la ingestie, cum ar fi sindromul de alergie orald, manifestari intestinale
sau cutanate generalizate, insd provoaca frecvent anafilaxie severd, iar inhalarea acestor
alergene poate provoca simptome respiratorii, cum ar fi cele de rinita si astm.

Tropomiozina este o proteind alfa-helicoidald care formeazd o structurd spiralata cu
doua spirale paralele, care confin douad seturi de sapte locuri de legare alternante ale
actinei. Tropomiozinele au fost identificate ca alergene alimentare de origine
animald din fructe de mare, precum crustacee sau moluste, si, mai rar, din alte artropode
ingerate. Tropomiozinele sunt, de asemenea, identificate ca aeroalergene din artropode
(acarieni din praful de casdasau de stocaj, gandaci de bucatarie). Secventele de
tropomiozine sunt foarte bine conservate, ceea ce explica sensibilizarea
incrucisata frecventa intre sursele de alergene care le contin®.



Tropomiozinele sunt prezente in toate celulele eucariote, asociate cu filamente subtiri
din muschi si microfilamente in multe celule nemusculare, fiind implicate in activitatea
contractild a acestor celule si, de asemenea, in ajustarea reglarii morfologiei si motilitatii
celulare. Ca panalergene, acestea sunt rezistente la caldurd, la pH-ul gastric scazut si la
peptidaza gastrointestinald, prin urmare alergenicitatea lor este mentinuta in alimentele
preparate termic si digerate, provocand reactii alergice sistemice pana la anafilaxie.
Tropomiozina naturald are o greutate moleculard medie de 37 kDa. Alergenele grupului
10 din acarienii prafului de casdsunt compuse din 284 de aminoacizi. Identitatea
secventei in cadrul tropomiozinelor acarienilor din praf este mai mare decét la orice alt
alergen al acarienilor. Tropomiozina Der p 10 are mai mult de 65% reziduuri identice cu
alte tropomiozine nevertebrate®. Regiunile adiacente pozitiillor 133-135si 201 ale
tropomiozinelor nevertebrate prezinta o probabilitate mai mica de pliere a alfa-helixului
decat cele ale vertebratelor si sunt candidate responsabile de alergenicitate®.

Tropomiozine relevante clinic ca aeroalergene dintre artropodele din clasa Arachnida
sunt reprezentate de Der p 10 si Der f 10, alergene din grupul 10 din acarienii din praful
de casa din zona temperatd Dermatophagoides pteronyssinus,
respectiv Dermatophagoides farinae (ambii din familia Pyroglyphidae), Blo t 10 din
acarianul de stocajsi din praful de casdadin zone tropicale/subtropicale Blomia
tropicalis (familia Echimyopodidae), Tyr p 10si Lep d 10 din acarienii de
stocaj Tyrophagus  putrescentiae (familia Acaridae), respectiv Lepidoglyphus
destructor (familia Glycyphagidae). Alergenele moleculare Blo t 10si Der p 10 au
identitate de aminoacizi de 95% si sunt semnificativ cross-reactive, iar Tyr p 10 are
identitate de secvente de aminoacizi de 64-94% cu alte tropomiozine™. Datele
referitoare la prevalenta sensibilizarii mediate IgE la tropomiozinele acarienilor din
praful de casa sunt insuficiente si uneori contradictorii. Prevalenta sensibilizarii la Der f
10 a fost evaluata inifial la 80,6%, in timp ce pentru Der p 10, la 5-18%, chiar 55% la
populatia africana. Date mai recente arata ca sensibilizarea la rDer p 10 se intdlneste la
15% dintre pacientii cu alergie respiratorie la acarienii din praful de casa, iar pacientii
rDer p 10-reactivi sunt frecvent sensibilizati la alergene de acarieni, altele decat Der p
1 si Der p 2. Putini pacienti cu simptome respiratorii la acarienii din praful de casa,
fara alergie la fructele de mare, sunt monosensibilizati la Der p 10. Mai mult,
sensibilizarea IgE la Der p 10 permite identificarea unui subgrup de pacienti cu alergie
respiratorie la acarieni care pot sd nu aiba un raspuns terapeutic optim la imunoterapia
alergenica cu extracte de acarieni disponibile in prezent®. In anafilaxia la acarieni pe
cale orald, cum ar fi cea la clatite contaminate cu acarieni, componentele alergenice
responsabile sunt probabil alergenele din grupul 2 (termostabile, rezistente la digestie)
reactive Incrucisat intre specii, in timp ce alergenele din grupul 1 sunt mascate prin
legarea de prolamine din faina, iar tropomiozinele din grupul 10 nu sunt implicate"*'.

Unele artropode din clasa Insecta contin tropomiozine importante ca aeroalergene,
precum gandacul de bucatarie Blatella germanica din familia Ectobiidae (Bla g 7) si
gandacul de canalizare Periplaneta americana din familia Blattidae (Per a 7). Dintre
pacientii alergici la gandacul Blatella germanica, 16,2% sunt sensibilizati la tBla g 7,



alergene cu identitate de secventa de aminoacizi de pana la 91% cu alte tropomiozine ale
altor gandaci de casd”. Dintre speciille de insecte utilizate ca
hrand umana meritd mentionate cele aprobate recent in Elvefia pentru acest scop:
greierele de casa (Acheta domesticus), lacusta europeana (Locusta migratoria) $i viermii
de faina (Tenebrio molitor) ca larve, pentru acestia din urma fiind descrisa si
tropomiozina ca trofalergen (Ten m 7)">'*", Anafilaxia la ingestia de insecte comestibile
(larve de Tenebrio molitor, omida moliei africane Gonimbrasia belina) poate aparea la
pacienti sensibilizati inhalator la aceste insecte sau la acarienii din praful de casa si
gandaci de bucatarie, sugerandu-se reactivitatea incrucisata a alergenelor de tip glutation
transferaze sau tropomiozine cum ar fi Der p 10, Der f 10 si Bla g 7¢%'7,

Parazitii din increngdtura Nematoda, ordinul Ascaridida, care contin tropomiozine cu rol
alergenic sunt viermele de hering Anisakis simplex din familia Anisakidae (Ani s 3) si
limbricul Ascaris lumbricoides din familia Ascarididae (Asc 1 3)®. Prevalenta crescuta a
sensibilizarii la Anisakis simplex, de aproximativ 15%, a fost raportata la pacientii din
zone in care consumul de peste crud sau marinat este foarte frecvent, cum ar fi sudul
Italiei, confirmand faptul cd obiceiurile alimentare influenteaza sensibilizarea
mediatd [gE la acest nematod. Doar 5,5% dintre pacientii sensibilizati au avut
antecedente de alergie la Anisakis simplex. Pacientii sensibilizati la nematod au fost mai
predispusi la simptome alergice cand au avut cosensibilizare la acarienii din praful de
casd, ceea ce sugereazaimplicarea alergenelor cu reactivitate incrucisata clinic
relevanta"®. Tropomiozina Asc | 3 aAscaris lumbricoides este cross-reactiva cu
tropomiozinele acarienilor. Sensibilizarea mediata [gE la acest alergen este foarte
frecventa atat la astmatici, catsi la cei fara astm, dar sensibilizati la nematod, si s-a
sugerat un rol potential al Asc I 3 in mecanismele patogenice ale astmului 1n regiunile
tropicale.

Tropomiozina a fost consideratd mult timp cel mai important alergen al crevetelor. Mai
multe studii au relevat sensibilizare mediatd IgE la tropomiozind la 72-98% dintre
pacientii sensibilizafi la crevete, desi un studiu italian multicentric a constatat acest
aspect la mai putin de 50% dintre pacientii sensibilizati. Tropomiozinele crustaceelor,
cum ar fi crevetele, homarii si crabii, au identitate de secventa de 91-100%. Identitatea
de secventa dintre tropomiozina crustaceelor si molustelor este mai mica, de aproximativ
65%.

Fructele de mare sunt definite ca orice nevertebrate marine comestibile. Crustaceele
aparfin increngaturii Arthropoda si sunt clasificate taxonomic aldturi de insecte si
arahnide. Crustaceele includ specii de creveti, homari si crabi, toate acestea continand
tropomiozine ca panalergene ale nevertebratelor, cu inaltd omologie de secventd, care
favorizeaza reactivitatea incrucisata intre crustacee si Intre acestea si alte artropode, cum
ar fi acarienii sau gandacii. Molustele apartin increngaturii Mollusca si includ scoici,
caracatite si melci, iar probabilitatea de reactivitate Incrucisatd intre aceste moluste nu
este foarte bine stabilita. Alergenele comune au omologie a secventei de aminoacizi mai
redusa si, prin urmare, sunt mai pufin susceptibile de a reactiona incrucisat, desi unele



tropomiozine sunt cross-reactive intre crustaceesi moluste. Tropomiozina
nevertebratelor comestibile este termostabila si rezistenta la digestie®.

Artropodele din subincrengatura Crustacea, ordinul Decapoda, contin tropomiozine
cross-reactive ca alergene de origine musculard. Creveta comuna cenusie Crangon
crangon, din familia Crangonidae, contine tropomiozina Cra c 1, iar cea

nordica Pandalus borealis, din familia Pandalidae, Pan b 1. Crevetele cu tropomiozine
specificate din familia Penaeidae sunt cele de tip tigrat urias Penaeus monodon (Pen m
1), brun Farfantepenaeus/Penaeus aztecus (Pen a 1), indian Fenneropenaeus/Penaeus
indicus (Pen i 1), cu picioare albe de Pacific Litopenaeus vannamei (Lit v 1) si regal
occidental Melicertus latisulcatus (Mel 1 1), iar din familia Palaemonidae, cei de

apa dulce de tip gigant Macrobrachium rosenbergii (Mac r 1) si siberian Exopalaemon
modestus (Exo m 1). Tropomiozinele altor crustacee comestibile sunt Hom g 1 din
homarul european Homarus gammarus $s1 Hom a 1 din cel american Homarus
americanus (familia Nephropidae), Pan s 1 din langusta Panulirus stimpsoni (familia
Palinuridae), Cha f 1 din crabul rosu notator Charybdis feriata (familia Portunidae), Por
p 1 din crabul albastru Portunus armatus/pelagicus si Pro cl 1 din racul

rosu Procambarus clarkii (familia Cambaridae)®**, Reactivitatea Incrucisata a
tropomiozinelor aparatului locomotor al acarienilor din praful de casa cu cele ale
crustaceelor comestibile este semnificativa. Tropomiozina nu este insd singurul alergen
cross-reactiv intre crevete si acarieni, fiind citate si arginin kinaza (Der p 20), lantul usor
al miozinei (Der p 26) si alergene cu greutate moleculara mare, precum paramiozina
(Der p 11) st hemocianina®".

igura 1. Dermatophagoid

Molustele (increngatura Mollusca) din clasa Bivalvia cu tropomiozine precizate ca
alergene  includ midia  albastrd/comund Mytilus  edulis Myt e 1), midia
mediteraneeand Mytilus galloprovincialis Myt g 1)si midia verde asiaticd Perna
viridis (Per v 1) din familia Mytilidae, stridia de Pacific Crassostrea gigas (Cra g 1) si
cea de stanca din Sydney Saccostrea glomerata (Sac g 1) din familia Ostreidae, scoica
venus de nisip Chamelea/Venus gallina (Ven g 1) din familia Veneridae si scoica-
pieptene Mimachlamys nobilis (Mim n 1) din familia Pectinidae. Molustele din clasa
Cephalopoda includ caracatita comuna Octopus vulgaris (Oct v 1) din familia
Octopodidae, sepia aurie Sepia esculenta (Sep e¢ 1) din familia Sepiidae, calmarul
japonez Todarodes pacificus (Tod p 1) din familia Ommastrephidae si  cel



indian Uroteuthis duvaucelii (Uro du 1) din familia Loliginidae. In plus, molustele din
clasa Gastropoda includ melcii marini abalone din familia Haliotidae, de tip disc Haliotis
discus hannai (Hal di 1), tigrat Haliotis rubra x laevigata (Hal 1 1) si japonez Haliotis
diversicolor (Hal d 1), melcul turban cu coarne Turbo cornutus (Tur ¢ 1) din
familia Turbinidae s1 melcul brun de gradina Helix aspersa (Hel as 1) din
familia Helicidae. Reactivitatea incrucisatd a tropomiozinelor de la acarienii din praful
de casa cu cele ale molustelor marine sau terestre a fost de asemenea raportata®>'=,

Sindromul acarieni din praful de casa-crustacee-moluste este o varianta relativ rard a
alergiilor alimentare prin cross-reactivitate, in care acarienii din praful de casa sunt
agentii de sensibilizare IgE primari, in timp ce crustaceele pot induce alergii alimentare,
pani la anafilaxie, chiar si la prima ingestie®. In sindromul mai obisnuit, acarieni-
creveti, componenta tipica alergenica mentionata este tropomiozina Der p 10%.
Moleculele alergenice implicate in alergia la crustacee sunt reactive Incrucisat cu
componentele alergenice de la acarienii prafului de casa, in special anumite proteine cu
rol in contractia musculara. Reactivitatea incrucisata cu specii care nu sunt strans
inrudite este frecventa la pacientii alergici la crustacee, unele alergene din fructele de
mare fiind panalergene ale nevertebratelor distribuite pe scara larga®”. Tropomiozina a
fost primul alergen identificat implicat in reactivitatea incrucisata intre

acarianul Dermatophagoides pteronyssinus, crevete si insecte®” si este considerat
alergen major al crustaceelor, responsabil frecvent de reactivitatea Incrucisata clinica cu
aeroalergenele de grup 10 din acarienii din praful de casa®-*.

Tropomiozine fatd de care se determing
IgE specifice serice in practica clinica
prin metode de imunoanaliza singleplex
si multiplex®#=4

Tabelul 1

Sursa alergenica Tropomiozina
acarlan Dermatophagoides pteronyssinus Derp 10
acarian Blomia tropicalis Blot10
gandac Blattella germanica nBlag7
gandac Periplaneta americana Pera7
nematod Anisakis simplex rAnis3
crevetd Pendeus aztecus Penal
crevetd Penaeus monodon nPenm1
crevetd Litopenaeus vannamel Litv1
scolcd Venus galling Venga1l
calmar Uroteuthis duvaucel Urodu 1
melc Hellx aspersa Helas 1

Asa cum am mentionat anterior, tropomiozinele alergenice sunt proteine musculare
foarte conservate, prezente la nevertebrate, cum ar fi arahnide (acarieni din praful de
casd), insecte (gandaci de casd), crustacee (crevete, homari, languste, raci, crabi) si
moluste (midii, stridii, sepii, caracatite, melci marini sau de gradind), fiind deci
considerate panalergene ale nevertebratelor. Spre deosebire de acestea, tropomiozinele
mamiferelor si pasarilor, cum ar fi cele din carne de vitd, porc, iepure sau pui, nu sunt
alergenice®'*. Tropomiozinele animalelor vertebrate nu sunt in general alergenice, o



exceptie fiind tropomiozina provenind de la tilapia Oreochromis mossambicus (Ore m 4)
din familia Cichlidae. Tropomiozinele altor pesti ososi din clasa Actinopterygii au
dovedit identitati structurale, Pan h 4 de la somn Pangasianodon hypophthalmus (familia
Pangasiidae), avand 80% din secventd comundcu Sal s 4 de la somonul de
Atlantic Salmo salar (familia Salmonidae), ambele tropomiozine avand identitate de
structura de peste 80% cu Ore m 4 de la tilapia. Tropomiozina este o proteina abundenta,
dupa parvalbuminad, in extractele de peste, dar legarea IgE la tropomiozina pestilor este
rard, cu putine cazuri de alergie raportate®*,

Prevalenta sensibilizarii la tropomiozind in randul pacientilor alergici la acarienii din
praful de casd, evaluatd utilizind componentele alergenice din grupul 10, variaza in
functie de zona geografica®*. In multe tari europene, aceasti prevalenta de sensibilizare
la rDer p 10 variaza intre 9% si 18%%*. Alte studii au aratat cd ratele de sensibilizare la
tropomiozind sunt depistate la valori mai mari de 30-55% 1n regiunile subtropicale sau
tropicale, cum ar fi Australia sau Africa Centrala. Aceasta variabilitate poate fi
explicatd prin expunerea diferitd la alergene sensibilizante de nevertebrate in diferite
parti ale lumii®. Anticorpii IgE rezultati sunt capabili sa reactioneze incrucisat cu
diferite tropomiozine, chiar si cu cele care nu au indus productia lor. De exemplu,
reactivitatea anticorpilor IgE la un alergen alimentar major, tropomiozina din crevete,
poate aparea la subiecti neexpusi (care respectd legi dietetice care interzic consumul de
crustacee), dar cu alergie respiratorie la acarieni din praf si/sau gandaci de casa®”. Un alt
studiu a dezvaluit cd jumatate dintre pacientii europeni alergici la acarienii din praful de
casa cu sensibilizare IgE la tropomiozina Der p 10 au un istoric de reactii clinic relevante
la consumul de fructe de mare, cealaltd jumatate neavand reactii alergice cand
consuma astfel de nevertebrate comestibile®?.

IgE serice specifice fata de tropomiozina de crevete Pen a 1 constituie un predictor mai
bun al alergiei la crevete decat IgE serice specifice la extract natural de crevete. Cu toate
acestea, ar trebui luate in considerare anumite diferente regionale, deoarece rata de
sensibilizare la tropomiozina Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 10) poate
influenta sensibilizarea la Pen a 1, ca urmare a reactivitatii incrucisate ridicate“”.

In practica alergologici actuald, explorarea in vitro a sensibilizarii mediate IgE la
tropomiozine cu reactivitate 1incrucisatd se poate realiza utilizdnd metode de
imunoanaliza singleplex si multiplex (tabelul 1).

IgE serice specifice fatdde tropomiozine pot fi determinatein vifro prin
analiza fluoroimunoenzimaticd (FEIA) singleplex, cu alergene cuplate in faza solida cu
polimer de celuloza capsulata, utilizdnd alergenele recombinate rDer p 10 din acarianul
din praful de casa Dermatophagoides pteronyssinus (d205)si rPen a 1 din
creveta Penaeus aztecus (f351). Prin metoda de chemiluminescenta singleplex cu
alergene biotinilate in fazd lichida pot fi determinate IgE serice specifice fatd de
componenta alergenica purificata nativda nPen m 1 din creveta Penaeus monodon.

IgE serice specifice fatd de tropomiozine native Tnalt purificate (n) sau recombinate (1)
pot fi determinate in vitro si prin metode de imunoanaliza multiplex.



Prin imunoanaliza de tip microarray pe cip cu alergene in faza solida (lama de
sticlda acoperitd cu polimer) pot fi determinate IgE specifice fatd de tropomiozina de
acarian Dermatophagoides pteronyssinus (rDer p 10), gandac Blattella germanica (nBla
g 7), nematod Anisakis simplex (rAni s 3) si creveta Penaeus monodon (nPen m 1).

Printr-o altd metoda de imunoanaliza multiplex bazata pe nanotehnologie de tip nano-
bead array, pot fi determinate IgE specifice fatd de acarianul Dermatophagoides
pteronyssinus (Der p 10), gandacul Periplaneta americana (Per a 7), nematodul Anisakis
simplex (Ani s 3), creveta Litopenaeus vannamei (Lit v 1), scoica Venus gallina (Ven ga
1), calmar Uroteuthis duvauceli (Uro du 1) si melc de gradind Helix aspersa (Hel as 1).

Prin metoda de imunoanaliza bazatda pe nanotehnologie macroarray, folosita ca
analiza de explorare alergologica moleculard de tip multiplex de ultima generatie, pot fi
determinate IgE specifice fata de acarianul din praful de
casa european Dermatophagoides pteronyssinus (rDer p 10), acarianul din zone
tropicale Blomia tropicalis (tBlo t 10), gandacul de casa american Periplaneta
americana (tPer a 7), nematodul Anisakis simplex (rAni s 3)si crevetele tigrat
brun Penaeus monodon (nPen m 1).

In concluzie, tropomiozinele sunt alergene cu reactivitate incrucisati care apartin unei
familii de proteine musculare din surse variate de nevertebrate, cum ar fi crustacee si
moluste, acarieni din praful de casd, insecte si helminti. Aceste alergene moleculare
sensibilizeaza pe cai diferite si sunt implicate Tn alergii respiratorii si alimentare variate.
In practica alergologica actuala, explorarea in vitro a sensibilizarii mediate IgE la
tropomiozine prin dozarea IgE specifice serice se poate realiza utilizand metode de
imunoanaliza singleplex si multiplex. n
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