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REPERELE CONCEPTUALE ALE TEZEI

Actualitatea si importanta temei abordate. Semintele sunt o sursd importanta de
proteine alimentare. Conform datelor Organizatiei pentru Alimentatie si Agricultura a ONU
(FAO — Food and Agriculture Organization) ratia alimentard a oamenilor la nivel mondial contine
70% proteine vegetale si doar 30% — proteine animale. Partea principald a proteinelor vegetale
alimentare sunt proteinele de rezervd din seminte. Numarul mare de proteine de rezerva din
seminte este inclus Tn doud familii — globuline 7S (viciline) si globuline 118 (legumine).

Globulinele 7S si 11S reprezintd o rezerva de proteine macromoleculare, formatd in
timpul maturdrii semintelor si mobilizatd pentru nutritia rasadului la sfarsitul unei perioade
semintele tuturor spermatofitelor sunt foarte conservative, ceea ce indicd conditionalitatea
functionald a structurii lor. Spre deosebire de alte proteine din seminte, al caror metabolism
constd in sinteza si degradare, care decurg paralel, la globulinele de rezerva 7S si 11S aceste
procese sunt separate in timp. Prin urmare, structura globulinelor de rezerva formata pe parcursul
evolutiei este protejatd 1n semintele germinative de degradarea prematurd si dobandeste
capacitatea de a regla mobilizarea proteoliticd in timpul germindrii semintelor si dezvoltarii
rasadului.

Componenta aminoacidica si proprietdtile functionale ale globulinelor de rezerva native
din seminte sunt departe de a fi intotdeauna satisfacatoare, ceea ce limiteaza utilizarea directd a
acestora in produsele alimentare si ca componente ale formelor artificiale bogate in proteine. Mai
mult decat atat, conform SDAP (baza de date structurale a proteinelor alergene) globulinele de
rezerva din semintele multor plante sunt alergeni. Incercirile de a utiliza metodele ingineriei
genice pentru imbundtatirea proprietatilor nutritionale si functionale ale globulinelor de rezerva,
precum si pentru a reduce alergenicitatea lor, nu pot avea succes decat dacd nu incalca baza
fiziologica a functionarii lor in timpul maturarii si germindrii semintelor. Solutia acestei
probleme ar trebui sd se axezeze pe rezultatele studiului privind legitatile de formare a
structurilor conservative ale globulinelor 7S si 11S in timpul evolutiei lor, precum si pe

mecanisme care regleaza degradarea globulinelor de rezerva in timpul germindrii semintelor.

Scopul lucrarii. Studierea legitdtilor formarii structurii conservative a globulinelor de
rezerva din seminte in timpul evolutiei, stabilirea mecanismului degradarii proteolitice profunde
a acestora si analiza perspectivelor de utilizare a proteolizei limitate a globulinelor de rezerva

pentru a reduce nivelul de alergenicitate a acestora.



Obiectivele cercetarii au constat in:

e analiza relatiilor filogenetice dintre globulinele de rezerva din seminte si proteinele
structural omoloage ale procariotelor si eucariotelor;

e stabilirea etapelor succesive in formarea structurii globulinelor de rezerva, care
determind functia lor in seminte;

e studierea cineticii proteolizei globulinei de rezerva 11S din semintele de ginkgo
Ginkgo biloba unul dintre cei mai vechi reprezentanti ai spermatofitelor si
descrierea mecanismului de reglare a degradarii lor proteolitice profunde;

e studierea reactiilor succesive a proteolizei limitate ale globulinelor 11S si 7S din
arahide Arachis hypogaea, semintele carora au un nivel ridicat de alergenicitate;

e stabilirea modificarilor structurale in globulinele 11S si 7S in timpul proteolizei si

.....

prin proteoliza limitata.

Ipoteza de cercetare:

1. Evolutia globulinelor de rezerva si a germinelor/sferulinelor a avut loc dupa doua
scenarii independente. Precursorii evolutivi ai globulinelor de rezerva din seminte pot fi oxalat-
decarboxilazele bacteriene.

2. Proteoliza limitatd a leguminei din ginkgo initiazd degradarea profunda a acesteia
prin mecanismul ,,una cate una”. Mecanismul de reglare a degradarii proteolitice masive a
globulinelor de rezerva, care a aparut la un nivel atat de timpuriu de dezvoltare a structurilor
primare si superioare ale globulinelor de rezerva ca Gingkophyta, s-a pastrat in timpul evolutiei
ulterioare a structurilor globulinelor din familia leguminelor.

3. Proteoliza limitata a leguminei si a vicilinei din arahide duce la eliminarea sectorelor
secventelor de aminoacizi in care sunt identificati epitopii IgE, care determind alergenicitatea
acestor proteine. Proteoliza limitata poate fi recomandata ca o modalitate de a reduce nivelul de
alergenicitate a globulinelor de rezerva din semintele de arahide, soia si alte plante utilizate n

alimentatie.



Sinteza metodologiei de cercetare. In conformitate cu scopul si obiectivele trasate, in
vederea demonstrarii ipotezelor de cercetare Tnaintate, au fost aplicate metode de cercetare
clasice si moderne.

La analiza structurilor primare si superioare ale proteinelor au fost utilizate metode

moderne, furnizate de urmatoarele programe internationale: BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/)

— pentru a identifica secventele omoloage de aminoacizi ale proteinelor; Clustal W2 si Clustal
Omega — pentru alinierea (alignment) secventelor de aminoacizi gésite ale proteinelor;
TREECON - pentru analiza evolutivd a proteinelor gasite; DeepView Swiss-PDB Viewer —
pentru analiza structurilor tertiare ale proteinelor, construirea diagramelor panglica si alinierea
structurald; Swiss Model — pentru a construi structurile tertiare si cuaternare model ale

proteinelor studiate; programul http://cib.cf.ocha.ac.jp/bitool/ASA/ — pentru a determina

suprafata resturilor de aminoacizi accesibild la solvent in structurile de cristal si model ale
oligomerilor globulinelor 118.

Extragerea si purificarea proteinelor studiate a fost efectuata prin fractionarea cu sulfat de
amoniu si cromatografia hidrofobd pe coloana cu phenil-Sepharose CL-4B. Determinarea
puritatii preparatelor proteice obtinute, precum si identificarea produselor de proteoliza a fost

realizata prin SDS-electroforeza.



CONTINUTUL TEZEI

In Introducere se argumenteaza actualitatea si importanta temei abordate, sunt formulate
scopul si obiectivele lucrarii, se prezinta ipoteza de cercetare, sinteza metodologiei de cercetare

si justificarea metodelor de cercetare alese, precum si sumarul capitolelor tezei.

1. GLOBULINELE DE REZERVA DIN SEMINTE

1.1. Structura si proteoliza globulinelor de rezerva din seminte

S-a stabilit ca baza structurald a subunitatilor globulinelor de rezervda 11S si 7S din
seminte este B-barrel-ul, conectat la un grup de o-helixuri. Secventele de aminoacizi ale
globulinelor de rezervd din afara modulului structural B-barrel-a-helixuri contin insertii
nestructurate extinse cu sensibilitate crescutd la atacul proteolitic. Aceste insertii determina
legitatile proteolizei limitate site-specifice ale globulinelor de rezerva observate in semintele
germinate si in vitro [1]. S-a aratat cd degradarea masiva a globulinelor 11S din soia [2] si din
dovleac [3], care se desfasoara ca o reactie de ordinul pseudo-unu, incepe numai dupa finalizarea
proteolizei limitate anterioare. Evident, in timpul proteolizei limitate, apar modificari structurale
in globulinele de rezerva, care expun legaturile peptidice mascate in structura lor nativa [1].
Natura acestor modificari, care conferda globulinelor de rezerva capacitatea de degradare
profunda, nu este descrisd. Rolul proteolizei limitate in initierea degradarii masive a globulinelor
11S a fost stabilit iIn mod credibil pentru globulinele din semintele a numai doua plante (soia si

dovleac). Nu este clar In ce masura acest rol este caracteristic intregii familii de globuline 118.

1.2. Evolutia globulinelor de rezerva din seminte

S-a revizuit informatia despre proteinele, care formeazd superfamilia globulinelor de
rezerva 7S (viciline) si globulinelor de rezerva 11S (legumine) din seminte: globulinele de
rezerva propriu-zise; proteinele vicilino- si legumino-similare din plantele cu spori Selaginella
moellendorffii si Matteuccia struthiopteris; proteinele din alga verde Coccomyxa subellipsoidea;
oxalat-decarboxilazele bacteriene; germinele din seminte si proteine germino-similare;
sferulinele din Amoebozoa si proteinele sferulino-similare [1, 4]. Proteinele enumerate sunt
inrudite cu globulinele de rezerva din seminte la nivelul structurilor primare, tertiare si
cuaternare. Precursori strdvechi evolutivi ai globulinelor de rezerva din seminte pot fi fie
sferulinele din  Amoebozoa [5-7], fie oxalat-decarboxilazele bacteriene [8-10]. Incercarile
analizei evolutive a proteinelor superfamiliei globulinelor de rezerva au lasat deschisa problema

originii globulinelor de rezerva [1, 11].



1.3. Globulinele de rezerva din seminte ca alergeni

In semintele multor plante de cultura, utilizate in alimentatie, globulinele de rezerva 7S si
118 sunt alergene (conform datelor SDAP, Structural Database of Allergenic Proteins) [12]. In
unele dintre ele (inclusiv in globulinele de rezerva din semintele de arahide, care sunt
caracterizate printr-un nivel crescut de alergenicitate [13]), au fost identificati determinanti
antigenici (epitopii IgE) responsabili de legarea IgE [14-16]. Este caracteristic faptul cd multi
dintre acesti epitopi IgE apartin regiunilor secventelor globulinelor de rezerva cu sensibilitate
crescuta la atacul proteolitic. Aceasta aratd posibilitatea fundamentala de a reduce alergenicitatea
globulinelor de rezerva din seminte prin proteoliza limitata, in care structura restului de proteina

ramane neschimbata. Cu toate acestea, nu s-au efectuat studii in aceasta directie.

2. ORIGINEA SI EVOLUTIA GLOBULINELOR DE REZERVA
DIN SEMINTE

2.1. Metodele si strategia de cercetare

Urmatoarea strategie a fost utilizata pentru a identifica predecesorii stravechi evolutivi ai
globulinelor de rezerva din seminte si pentru a descrie etapele succesive ale evolutiei lor.
Folosind programul BLAST (Basic Local Alignment Search Tool (instrument de baza de cautare

a alinierii locale) http://www.ncbi.nih.gov/), s-a format in silico o vasta colectie de secvente de

aminoacizi omoloage ale proteinelor din superfamilia globulinelor de rezervd din seminte:
globulinelor de rezerva propriu-zise, proteinelor din plantele cu spori si din algele verzi, oxalat-
decarboxilazelor bacteriene, precum si germinelor si sferulinelor si proteinelor inrudite cu ele din
plante si din eucariotele inferioare.

A fost efectuatd alinierea multipla a secventelor de aminoacizi ale proteinelor
superfamiliei globulinelor de rezerva (programele Clustal W2 si Clustal Omega) si pe baza ei s-a
construit arborele fard radadcind (programul TREECON), care descrie relatiile filogenetice
dintre proteinele studiate.

Ultima etapa din strategia de cercetare a evolutiei globulinelor de rezerva (alegerea
secventei de aminoacizi a unei proteine adecvate ca radacind) este cea mai critica, deoarece
rezultatele analizei originii globulinelor de rezerva depind in primul rand de aceasta. In arborele
fara radacina, care reuneste colectia selectatd de proteine studiate, oxalat-decarboxilaza
cam64834 din actinobacteria Mycobacterium abscessus prezintda asemandri cu oxalat-
decarboxilazele din proteobacterii si cianobacterii. Cu toate acestea, insa, secventa completd a

cam64834, dincolo de modulul structural B-barrel-o-helixuri, este omologd cu sferulinele



monodomenice din Amoebozoa. Prin urmare, secventa de aminoacizi a acestei proteine, care
reflectd trasaturile stravechi atit ale oxalat-decarboxilazelor, cét si ale sferulinelor [11], poate fi
utilizatd ca rddacind in construirea arborelui evolutiv, care descrie originea si evolutia

globulinelor de rezerva din seminte.

2.2. Analiza originii si evolutiei globulinelor de rezerva

Globulinele de rezerva si germinele/sferulinele formeaza doud ramuri evolutive
independente, care provin din oxalat-decarboxilaza monodomenicd cam64834 din actinobacteria
Mycobacterium abscessus (Figura 2.1.). Evolutia germinelor a avut loc conform scenariului
divergent clasic (Bacteria, Amoebozoa, Stramenopiles, Chlorophyta, Bryophyta,
Lycopodiophyta, Pinophyta, Magnoliophyta).

Dimpotrivd, pe ramura evolutivd a globulinelor de rezervd, nu existd proteinele
bidomenice ale eucariotelor inferioare ca legaturi intermediare intre oxalat-decarboxilazele
bacteriene (OD) si proteinele OD-similare din alga verde Coccomyxa subellipsoidea
(increngatura Chlorophyta). Existenta genelor Coccomyxa subellipsoidea care codifica proteinele
OD-similare poate fi considerata o buna ilustrare a implicarii mecanismului transferului orizontal
de gene in evolutia globulinelor de rezerva din seminte.

Urmitoarea informatie detaliazi calea evolutiva a globulinelor de rezerva din seminte. In
genomul Selaginella moellendorffii (strutisor) si Amborella trichopoda (grupul bazal al
Magnoliophyta) existd gene care codificd toate cele patru tipuri de proteine omoloage cu
legumina si vicilina: proteine vicilino-similare, proteine legumino-similare, germine si proteine
germino-similare (Figura 2.1).

Este foarte probabild prezenta in genomurile algelor verzi ale genelor care codifica
proteinele vicilino si/sau legumino-similare, care sunt precursorii proteinelor respective din
plantele cu spori. Insa, pani la data publicarii articolului nostru, care descrie topologia arborelui
evolutiv al globulinelor de rezerva [17], aceastd informatie lipsea. Abia la sfarsitul lunii mai
2017, a fost raportatda informatia despre genomul algei verzi Klebsormidium nitens din
increngatura Charophyta, care este o legatura intermediard intre algele verzi si plantele terestre
[18]. Printre proteinele din Klebsormidium nitens BLAST cautarea, a dezvaluit cel putin patru
secvente de aminoacizi conservative ale ptoteinelor bidomenice (gaq91246, gaq85384, gaq84499
si gaq84498), omoloage cu leguminele din seminte si, prin urmare, cu proteinele legumino-

similare din strutisor Selaginella moellendffi (Figura 2.1).
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Fig. 2.1. Caile independente ale evolutiei globulinelor de rezerva si germinelor/sferulinelor
OD - oxalat-decarboxilaze. Regiunile secventelor, utilizate pentru analiza, corespund domeniilor
C-terminale ale proteinelor bidomenice (deasupra liniei punctate) si domeniului proteinelor
monodomenice (172 pozitii ale alinierii multiple, care cuprind modulul structural B-barrel-o.-
helixuri). Numerele de deasupra ramurilor reflecta suportul statistic al clusterelor (% din 1000 de
replicari).

Conform rezultatelor modelarii (programul Swiss Model), in proteina gaq91246 din alga
verde Klebsormidium nitens sunt prezente doud domenii, care formeaza practic toate structurile
secundare caracteristice leguminelor. In structura cuaternara model subunititile proteinei
2aq91246 din alga verde Klebsormidium nitens, precum si subunitdtile globulinelor 11S din
seminte si oxalat-decarboxilazelor bacteriene, sunt combinate in trimeri.

Pe baza analizei structurilor primare ale proteinelor omoloage din plante si bacterii,
ipoteza despre originea globulinelor de rezerva din seminte din oxalat-decarboxilazele bacteriene

bidomenice (Figura 2.1) este confirmatd de suprapunerea spatiala a structurilor secundare,

tertiare si cuaternare ale acestor proteine.
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2.3. Succesiunea de formare a structurilor globulinelor 7S si 11S

Structura cristalina a oxalat-decarboxilazei cianobacteriene 2vqa (Figura 2.1), care este
un precursor bidomenic comun al leguminelor si vicilinelor cu structurile tertiare si cuaternare
cunoscute, poate fi utilizatd ca radicind pentru a stabili antichitatea relativa a structurilor
superioare ale leguminelor si vicilinelor. Conform rezultatelor suprapunerii spatiale a structurilor
tertiare ale subunitdtilor (programul DeepView/Swiss-PDB Viewer), leguminele sunt
semnificativ mai apropiate de oxalat-decarboxilaza 2vqa, decéat vicilinele (Figura 2.2).
Antichitatea relativd nu numai a structurilor tertiare, dar si a structurilor primare ale leguminelor
este relevata de rezultatele alinierii structurale a secventelor de aminoacizi ale subunitatilor
oxalat-decarboxilazei 2vqa si ale subunitatilor globulinelor de rezerva 11S si 7S (Figura 2.2).
Aceastd concluzie este confirmata de absenta genelor care codifica proteinele vicilino-similare n
genomul Klebsormidium nitens. Astfel, divergenta ramurii evolutive a globulinelor de rezerva
din seminte in clustere independente de proteine legumino-similare si vicilino-similare s-a

produs la nivelul plantelor cu spori (Figura 2.1).

Nsp Nip
2800 o 70
260- |7 65
240- 60
220- 55
200- 50
180- | 45
160- 40
140 | 35

172 3 4 6 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Fig. 2.2. Compararea structurilor tertiare (coloane albe) si primare (coloane negre) a
subunitatilor globulinelor de rezerva si oxalat-decarboxilazei 2vqa din cianobacterii
Synechocystis sp.

Nsp — numarul atomilor C*ale resturilor de aminoacizi, care coincid dupa pozitie la suprapunerea
spatiala a structurilor tertiare ale subunitatilor. Nip — numarul resturilor de aminoacizi identici in
secventele subunitatilor aliniate structural. Legumine — 1fxz (/) si 3d5h (5) Glycine max; 3ksc
(2) Pisum sativum; 2e9q (3) Cucurbita maxima; 3fz3 (4) Prunus dulcis; 3qac (6) Amaranthus
hypochondriacus; 3¢3v (7) Arachis hypogaea; 3kgl (8) Brassica napus. Viciline — 4lej (9) Pinus
koraiensis; 2¢v6 (10) Vigna radiata; 1ipk (11) si 1uik (13) Glycine max; 2cau (12) Canavalia
ensiformis; 2phl (14) Phaseolus vulgaris; 3smh (15) Arachis hypogaea
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O diferenta semnificativa intre proteinele legumino-similare din Klebsormidium nitens si
din Selaginella moellendorffii si globulinele 11S din seminte este prezenta in ultimele a trei
regiuni extinse nestructurate in structura domeniilor N-terminale. Aceste bucle, precum si
linkerul alungit intre domenii, formeaza straturi hidrofile de suprafatd in structura globulinelor

11S, care sunt sensibile la atacul proteolitic.

3. LEGITATILE PROTEOLIZEI GLOBULINEI 118 DIN
SEMINTELE DE GINKGO
S-a stabilit cd proteoliza limitata a globulinelor de rezerva 11S din soia si dovleac este o etapa
necesara, ce precede degradarea masiva a acestor proteine [2, 3]. Astfel, globulinele 11S din semintele
acestor plante sunt protejate de degradarea profunda prematura. A aparut oare rolul respectiv de reglare
al proteolizei limitate a globulinelor 11S la un nivel evolutiv atat de timpuriu ca Ginkgophyta? Pentru a
raspunde la aceastd intrebare, a fost realizat un studiu al mecanismului de proteoliza al ginnacinei,
globulina de rezerva 11S din seminte de ginkgo, cu papaind, precum si analiza tuturor structurilor

cristaline cunoscute ale globulinelor 11S, in comparatie cu structura model a ginnacinei.

3.1. Materialul si metodele de cercetare

Pentru purificarea ginnacinei din semintele de ginkgo Ginkgo biloba, s-a utilizat salifierea
cu sulfatul de amoniu, cromatografia pe fenil-sefaroza CL-4B (Pharmacia Biotech, Suedia) si
gelfiltrarea pe Sephacryl S-300 (Pharmacia Biotech, Suedia). Ginnacina a fost hidrolizatd cu
papaind (amestecul de reactie continea 5 mg/ml substrat si 100 pg/ml papaind) (Sigma Life
Science, SUA), iar produsele de hidroliza, disociate cu dodecilsulfat de sodiu, au fost examinate
prin electroforeza in gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Modelarea omologa a structurilor tertiare si cuaternare ale ginnacinei a fost realizata cu
ajutorul programului Swiss-Model, folosind structura cristalind a globulinei 11S pdb|3qac din
amarant Amaranthus hypochondriacus ca matritd. Suprafata accesibila la solvent (ASA) a

resturilor in structura ginnacinei si a altor globuline 11S, exprimatd in A% a fost calculati

folosind programul http://cib.cf.ocha.ac.jp/bitool/ASA/. Valoarea relativa a ASA a restului X din
structura proteinei a fost exprimatd ca % din accesibilitatea lui in tripeptida GXG. Programul
DeepView/Swiss-PdbViewer v.3.7 a fost utilizat pentru a construi diagramele panglicd, precum

si pentru a identifica legaturile de hidrogen intersubunitare in oligomerii globulinelor 11S.

3.2. Proteoliza ginnacinei
SDS-electroforeza ginnacinei initiale (Figura 3.1, pista /) relevd doud benzi ale o-

catenelor (28,3 kDa si 26,7 kDa) si o bandd a B-catenei (21,1 kDa). Astfel, in componenta
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subunitdtilor ginnacinei sunt incluse cel putin doua tipuri de of-subunitati. Ca si in cazul altor
globuline 118, a- si B- catenele (domeniile N- si C-terminale) ginnacinei sunt unite printr-o
legatura disulfurica (piesele / si 8). Este cunoscuta secventa de aminoacizi numai a uneia dintre
subunitatile ginnacinei (caa90641 cu masele moleculare ale a- si B-catenelor 27,5 kDa si

respectiv 21,1 kDa).

1 2 4 7 9
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Fig. 3.1. SDS-electroforeza ginnacinei intacte si produselor ei de proteolizi in prezenta (piste
1-7) si in absenta (pistele 8, 9) 2-mercaptoetanolului.
Pe partea stdnga sunt aratate masele moleculare ale markerilor. Cifrele de jos corespund timpului
de reactie (h).

Proteoliza ginnacinei incepe cu formarea a cel putin doud fragmente intermediare F1 ale a-
catenelor cu masele moleculare de 25,8 si 25,2 kDa (Figura 3.1, piesele 2-5). La proteoliza
ulterioara fragmentele F1 dispar si apar doud fragmente: fragmentul principal F3 (21,1 kDa) care
dupa mobilitate coincide cu P-catenele si fragmentul minor F2 (22,0 kDa). Produsele cu masa
moleculara relativ mica (mai putin de 20 kDa) sunt absente. Astfel, B-catenele ginnacinei sunt
insensibile la proteoliza limitatd, asa cum este tipic pentru majoritatea globulinelor 11S din
semintele studiate [1], iar hidroliza a-catenelor constd in scurtarea lor N- sau C-terminala

succesiva.

3.3. Cinetica proteolizei ginnacinei
Pentru a descrie mecanismul proteolizei ginnacinei cu papaind, am studiat cinetica acestui
proces bazata pe determinarea a doud valori relative — concentratia de masa a proteinei P% si

masa moleculard a moleculei reziduale nedisociate M%. Compararea acestor valori ne permite sa
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determinam care dintre cele doua mecanisme ale proteolizei se observa pe masura ce se dezvolta
acest proces — proteoliza limitatd sau proteoliza ,,una cite una” exploziva.

In prima etapa a proteolizei (pana la 2 ore), sciderea relativa a concentratiei de masi a
proteinei P in hidrolizat nu depaseste scdderea masei sale moleculare M (Figura 3.2, graficele /
si 2), ceea ce indicd absenta semnelor detectabile ale proteolizei ,,una cate una”. Aceste semne
apar in etapa intermediard (2-7 ore), iar in continuare proteoliza ,,una cate una” se desfasoara ca
o reactie de ordinul pseudo-unu (Figura 3.2, graficul 3). Extrapolarea portiunii liniare a
graficului 3 pana la zero duce la o valoare mai mare de 100%. Astfel, ginnacina nativa, la fel ca
si globulinele 11S din soia si dovlea [2, 3], este insensibild la proteoliza ,,una cite una”, care

incepe abia dupa atingerea unui anumit nivel de proteoliza limitata.
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Fig. 3.2. Cinetica proteolizei ginnacinei
I — concentratia de masa P a proteinei reziduale; 2 — masa sa moleculard medie M. P si M sunt
exprimate in % din valorile lor initiale. Graficul 3 (P%+[100%-M%]) descrie cinetica exclusiv a
proteolizei ,,una cate una”. Scala ordonatei este logaritmica.
3.4. Modelul structural al ginnacinei
Modificarile structurale ale ginnacinei in timpul proteolizei limitate pot fi evaluate pe baza
modelului sdu de structura tertiard si cuaternard, precum si pe baza informatiilor disponibile

privind legitatile proteolizei altor globuline 11S din seminte. Modelul structural al subunitatilor

ginnacinei (Figura 3.3) contine toate structurile secundare caracteristice tuturor structurilor
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cristaline cunoscute ale globulinelor 11S. In structura cuaternard model a ginnacinei, la fel ca si

in structurile cristaline ale altor globuline 11S, subunitdtile sunt combinate in trimeri

Fig. 3.3. Diagrama panglica a structurii model a a-catenei ginnacinei
La baza structurii model ale a- si B-catenelor ginnacinei, precum si la alte globuline 118, se afla
B-barrel-ul format din B-strend-urile antiparalele BCDEFGHI, conectat la un grup de a-helixuri
hl, h2, h3 si suplimentat cu B-strend-urile 4 -4’, E'-F' si J-J' si a-helixul /0. Linia punctata arata
regiunea N-terminald in afara modelului. Asterixurile indica pozitia resturilor de aminoacizi in
structura ginnacinei cu accesibilitate sporitd (> 90%) la solvent, care corespund specificitatii de
substrat a papainei. Partea Intunecatd a diagramei corespunde regiunii C-terminale care este
eliminata la sfarsitul proteolizei limitate.

Legititile proteolizei limitate a ginnacinei determinate de structura sa. Trei regiuni
extinse in o-catenele globulinelor 11S sunt potential sensibile la atacul proteolitic: a — intre -
strend-urile £ si F'; b — intre B-barrel si grupul de a-helixuri; ¢ — regiunea C-terminala (Figura
3.3).

Bucla intre B-strendurile £’ si F' in structura ginnacinei este insensibila la actiunea
papainei, deoarece in produsele de hidroliza fragmentele cu masa moleculara mai mica de 20
kDa, care corespund jumatatii N-terminale a B-barrel-ului (B-strendurile 4-E’, Figura 3.3), sunt
absente (Figura 3.1). In mod similar, aceastd bucli este insensibild la atacul papainei in
globulinele 11S din soia [2] si dovleac [3].

Proteoliza globulinelor 11S [1, 7, 19, 20] incepe cu scindarea regiunii C-terminale a a-
catenelor. Ginnacina nu face exceptie de la aceasta reguld, asa cum se dovedeste prin aparitia

fragmentelor intermadiare F1 in stadiile initiale ale proteolizei (Figura 3.1).

15



Anterior s-a aratat ca proteoliza ulterioara a a-catenelor globulinelor 11S din soia si din
dovleac cu papaina duce la scindarea buclei extinse intre B-strendul J si a-helixurile #7-43 [2, 3].
In structura model a ginnacinei, aceasti bucla (b) contine restul Gly182 cu accesibilitate crescuti
de solvent (Figura 3.3) si, prin urmare, cu sensibilitate crescutd la atacul proteolitic. Scindarea
legaturii peptidice formata de restul Gly182 in pozitia P1 este foarte probabild, deoarece aceasta
legatura corespunde specificititii de substrat a papainei si din moment ce masa moleculara
calculata a fragmentului Argl-Gly182 (20,2 kDa, Figura 3.3) este apropiatd de valoarea obtinuta
experimental pentru fragmentul F3 (masa moleculara aparenta a fragmentului final F3 21,1 kDa,
(Figura 3.1).

In timpul hidrolizei ginnacinei cu papaini, precum si a globulinelor 11S din soia si din
dovleac [2, 3], regiunea scindabila dintre a-helixurile /#7-h3 si B-strendul J' este distrusd, cu formarea
de produse cu masa moleculard mica, care nu sunt detectate prin electroforeza (Figura 3.1). Acest
lucru duce la modificéari structurale semnificative, datoritd cérora ginnacina devine sensibild la
proteoliza ,,una cate una”. Astfel, proteoliza limitatd a ginnacinei, precum si a globulinelor 11S din
soia si din dovleac [2, 3] joacd un rol reglator, initiind degradarea masiva a acestor proteine.

Rolul reglator al proteolizei limitate s-a format in stadiile timpurii ale evolutiei
globulinelor 11S din seminte. Secventele de aminoacizi ale globulinelor 11S din seminte in
afara regiunilor variabile a, b si ¢ (Figura 3.3) sunt foarte conservative, inclusiv in regiunea
structurala a a-helixurilor #7-h3 si B-strendului J'. Este posibil ca aceasta regiune sa fie capabila
de degradare in timpul proteolizei nu doar a globulinei 11S din ginkgo, soia si dovleac, dar si a
altor proteine din aceastd familie.

Pentru a verifica aceastd ipoteza, s-au comparat secventele de aminoacizi ale a-catenelor
ginnacinei si tuturor globulinelor 11S cu structura tertiard cunoscutd. Dupd cum urmeaza din
Tabelul 3.1, accesibilitatea la solvent a regiunii a-helixurilor #7-A3 si B-strendului J' este de 2,3-
3,4 ori mai mare, decat cea a jumatatii N-terminale a B-barrelui (B-strendurile B-E), insensibila la
proteoliza limitatd [1]. Aceasta indica capacitatea potentiald de scindare profundd a acestei
regiuni In timpul proteolizei globulinelor 118S.

Identificarea legaturilor de hidrogen intre subunitdtile A si B din structura cuaternara a
globulinelor 11S (Tabelul 3.1), realizatd in acest studiu, a relevat ca pana la jumatate din aceste
legdturi sunt formate cu participarea aminoacizilor din regiunea C-terminala a subunitétii A din
afara regiunii B-barrelui-B-strendul J.

Aparent, aceste legaturi sunt capabile sd fie distruse in timpul proteolizei nu numai a
ginnacinei (Figura 3.4) si a globulinelor 11S din soia si din dovleac [2, 3], dar si a altor globuline

11S cu structura cuaternara cunoscutd datorita distrugerii regiunii o-helixului 4/-B-strendului J'.
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Tabelul 3.1. Accesibilitatea la solvent si legiturile de hidrogen intersubunitare
in oligomerii globulinelor 11S

Regiunea structurii
Specia pdb| ASA, A? H-legaturi
B-E hi—J' A'—J hl-=J’

Ginkgo biloba 15,3 42,4 10 11
Amaranthus hypochondriacus 3qac 11,6 39,7 14 8
Prunus dulcis 3fz3 13,7 33,2 16 10
Brassica napus 3kgl 13,5 36,8 15 12
Cucurbita maxima 2e9q 12,9 33,9 11 11
Glycine max 2d5h 13,4 34,7 9 12
Glycine max 1fxz 15,2 34,8 11 9
Pisum sativum 3ksc 13,0 37,6 14 9
Arachis hypogaea 3c3v 15,9 37,0 16 10

Valorile medii 1.8 36,7 13 10

ASA — suprafata accesibild la solvent, in medie, a unui rest de aminoacid in jumatatea N-
terminald a B-barrelui (B-strendurile B-E) si n regiunea a-helixurilor 41, h2, h3 si B-strendului J'
(h1-J). H-legaturi — numarul legaturilor de hidrogen, formate cu participarea resturilor de
aminoacizi din regiunea B-strendurilor 4'-J si din regiunea C-terminala (a-helixul //-B-strendul J').

Fig. 3.4. Legaturile de hidrogen (linii punctate) responsabile de interactiunea dintre
subunititile A si B in structura cuaternara model a ginnacinei
Diagrama panglica este limitata la regiunea C-terminald a a-catenei subunitatii A, care este
eliminata in timpul proteolizei limitate (partea intunecata a diagramei) si la regiuni
corespunzatoare ale subunitatii B. Resturile de aminoacizi implicate in formarea legaturilor de
hidrogen (distanta de 2,3-3,4 A) sunt aritate prin sfere.
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Ca urmare a unei slabiri semnificative a interactiunilor intersubunitare, globulinele 11S
pot dobandi capacitatea de a disocia reversibil, expunand legaturile peptidice potential sensibile
la proteoliza, dar mascate in molecula nativa.

Rezultatele studiilor aratd ca capacitatea globulinelor 11S din seminte de degradare
masiva prin mecanismul ,,una cate una”, dobanditd doar dupa finalizarea proteolizie limitate
relativ profunde, a aparut deja in stadiile incipiente ale evolutiei acestor proteine, ale caror
structuri primare si superioare sunt foarte conservative [1, 21]. Prin urmare, se poate presupune
ca rolul proteolizei limitate in initierea degradarii profunde a globulinelor 11S s-a pastrat in

timpul evolutiei la multe proteine de rezerva din aceasta familie.

4. PROTEOLIZA CA MODALITATE DE REDUCERE A ALERGENICITAIII
GLOBULINELOR DE REZERVA DIN ARAHIDE

In prezent, pani la 30% din populatia lumii sufera de boli alergice, dintre care o parte
semnificativa este alergia alimentara. Alergene sunt multe proteine de rezerva din seminte, in
principal globulinele de rezerva din arahide si din soia, care sunt utilizate pe scard larga in
industria alimentara. Dupa cum rezulta din analiza datelor din literatura (capitolul 1), proteoliza
limitatd poate fi o modalitate de a reduce nivelul de alergenicitate a globulinelor de rezerva din

seminte.

4.1. Materialul si metodele de cercetare

Pentru a purifica globulinele 7S si 11S din semintele de arahide (Arachis hypogaea L.), s-a
utilizat salifierea cu sulfatul de amoniu si cromatografia pe fenil-sefarozd CL-4B (Pharmacia
Biotech, Suedia). Preparatele obtinute au fost hidrolizate cu papaina (Sigma Life Science, SUA) si
tripsina (Spofa, CSSR), iar produsele de hidroliza, disociate cu dodecilsulfat de sodiu, au fost studiate
prin electroforeza in gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Punctele de clivaj ale globulinelor 7S si
11S in timpul proteolizei lor au fost identificate pe baza datelor SDS-PAGE (compozitia
fragmentelor polipeptidice si masele lor moleculare aparente conform SDS-PAGE; transformarea
consecutiva a fragmentelor mari in fragmente mai mici, identificate prin modificarea intensitatii
benzilor corespunzatoare), ludnd in considerare specificitatea de substrat a proteinazelor, precum si in
comparatie cu datele din literatura [1] privind legitdtile proteolizei limitate a secventelor omoloage de

aminoacizi ale globulinelor de rezerva din semintele de soia si alte plante.

4.2. Legitatile proteolizei limitate cu tripsina a globulinei 11S din arahide
Alergenul Ara h3 din arahide apartine familiei globulinelor 11S din seminte, relativ

conservativd [22]. Structura hexamerica a globulinelor 11S este formatd printr-o combinatie
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aleatorie a mai multor variante de subunitdti (nu mai putin de opt, in cazul globulinei 11S din
arahide). Fiecare dintre subunitati este sintetizatd intr-un singur lant polipeptidic, scindat
posttranslational in a- si B-catene, care formeaza respectiv domeniile N- si C-terminal structural
echivalente. Fiecare domeniu consta din -barrel format din opt B-strenduri antiparalele de baza
(BCDEFGHI) legate cu o grupa de a-helixuri 47, h2 si h3, si suplimentat cu B-strendurile Z, A4'-
A, E'-F' 1 J-J' si a-helixurile 40 si h1' (Figura 4.1). Domeniile C-terminale sunt conservative, in
timp ce domeniile N-terminale contin trei insertii hidrofile nestructurate: a — intre strendurile £ si

F, b —intre B-barrel si grupul de a-helixuri si ¢ — linkerul interdomenic alungit (Figura 4.1).

29 EGGYIETWNPNNQEFECAG[43] TYEEPAQQQrryqgsqgrppr
B A ho E’

110 ¢rlqeedqquQQDSHQ[59]EFLRYQQqsrqsrrrslpysp
F’ hi”

205 yqusqpr»queerefsprgqhsrreragqeeehegGNIF_SGF
hl

2477 TPEFLAQAFQVDDRQIVONLRGENESEEQGAIVTVRGGLRIL
h2 h3 J’

289 SPdr»]rkrga deeeeydedeyeydeedrrrgrgsrgsgn

Fig. 4.1. Structura domeniului N-terminal al subunitatilor globulinei 11S din arahide,
Ara h3 (pdb|3c3v)

A — Diagrama panglica a structurii tertiare. Regiunile nestructurate a, b si ¢ sunt prezentate prin linii
punctate. Portiunile Intunecate ale diagramei corespund secventelor epitopilor IgE 1-4, identificati in
molecula Ara h3. B — Structura primara. Literele minuscule indica regiunile nestructurate a, b si c.
Sagetile corespund legaturilor peptidice clivabile. Numarul resturilor de aminoacizi lipsa este indicat
in paranteze patrate. Secventele epitopilor IgE 1-4 sunt indicate cu bold.
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SDS-PAGE in prezenta ME a preparatului purificat al globulinei 11S din arahide (Figura
4.2, pista 1), releva trei benzi majore si o banda minord cu masele moleculare aparente apropiate
de cele calculate pentru cele patru variante principale ale a-catenelor acestei proteine. B-catenele
diferitelor subunitati ale Ara h3 difera putin una de alta dupa masa moleculara si formeaza doar o
singurd banda electroforeticad. Zonele minore x si y corespund impuritatilor din preparatul
purificat al globulinei 11S [31].

Hidroliza globulinei 11S cu tripsind are loc suficient de rapid, si dupa 5 min la raportul
enzimd/substrat 1:1000 se observa formarea produsului, care in continuare raméne practic
neschimbat (Figura 4.2), constituit din B-catenele intacte si trei fragmente ale a-catenelor cu
masele moleculare aparente de 13,3 kDa (fragmentul N1) si 12,7 kD (fragmentele N2 si K2).
Compararea rezultatelor SDS-PAGE ale produselor proteolizei in prezenta si absenta ME
(respectiv *ME si -Me, Figura 4.2.) indica existenta a doua tipuri de fragmente ale a-catenelor.
Comportamentul fragmentelor N1 si N2 nu depinde de prezenta sau absenta ME; ele sunt
retinute in molecula de proteind partial hidrolizatd numai datoritd interactiunilor necovalente.
Fragmentul K2, legat printr-o legaturd disulfidica cu B-catena, si in absenta ME formeaza zona

K2pB (Figura 4.2).

+ME -ME kD
. s DO
O —— ! : : 35
{ ; Al ' K20  —
X _ _ 25
N1 18
K2/MN2 N2
0 o) 30 60 120 240 240

Fig. 4.2. SDS-PAGE in prezenta (+ME) si absenta (-Me) 2-mercaptoetanolului a globulinei
11S din arahide in timpul proteolizei cu tripsina
Réndul de jos arata timpul de reactie (min). Pe dreapta sunt indicate masele moleculare ale
proteinelor markeri.
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4.3. Posibilitati de reducere a alergenicitatii globulinei 11S din arahide prin
proteoliza

In Ara h3, legumina din arahide, au fost identificati patru epitopi IgE [15] (Figura 4.1):
primul epitop in regiunea N-terminald a B-barrelui (B-strendul 4 si a-helix 40), al doilea si al
treilea epitop, respectiv in regiunea a-helixului #7/h2 si in regiunea adiacenta B-strendului J', si
al patrulea epitop in regiunea hidrofild C-terminala.

Trei din cei patru epitopi IgE, identificati in subunitatea globulinei 11S din arahide, Ara h3
(Figura 4.1) apartin regiunii C-terminale a a-catenei, care este scindata prin proteoliza limitata.
Astfel, proteoliza limitata a subunitatii Ara h3 duce la o scadere semnificativa a nivelului sau de
alergenicitate.

Molecula heterohexamerica a globulinei 11S din arahide contine patru variante principale
de subunitati, care sunt similare dupa structura primara a regiunii C-terminale conservative (o-
helixuri-f-strendul J') al a-catenelor. Prin urmare, este foarte probabil ca epitopii IgE identificati
in subunitatea Ara h3 sd fie prezenti in alte subunitati ale acestei proteine. Astfel, se poate
astepta ca proteoliza limitatd sd ducad la o scadere partiald a alergenicitatii Intregii molecule
hetero-hexamerice a globulinei 11S din arahide datorita eliminarii a cel putin jumdtate din

epitopii IgE.

4.4. Legitatile proteolizei limitate cu papaina a globulinei 7S din arahide

Domeniile N- si C-terminale ale subunitatilor globulinei 7S din arahide sunt structural
echivalente cu a- si B-catenele globulinelor 118, dar diferd de cele din urmd dupd mai multe
caractere [23]. Regiunea linkerului interdominic in globulinele 7S nu este scindata; structurile lor
nu au o legatura disulfurica interdomenica (Figura 4.3.).

In timpul hidrolizei cu papaini cel mai mare dintre fragmentele Ara hl (fragmentul / cu
masa moleculara aparenta de 48,7 kDa, Figura 4.4), care predomina cantitativ in etapele initiale
ale reactiei, cu o probabilitate ridicata corespunde secventei Asn88-Arg502.

Orice alte cdi alternative de formare a fragmentului / cu masa moleculara de aproximativ
49 kDa sunt practic imposibile, deoarece sunt asociate cu scindarea legaturilor peptidice din
regiunile structural organizate inaccesibile ale moleculei. De mentionat ca masa moleculara
aparentd a fragmentului / este putin exageratd din cauza ca restul de Asn437 din regiunea C-
terminald a Ara hl este glicozilat. Fragmentul 2 este format in paralel cu fragmentul / in
rezultatul clivérii Tn regiunea d si indepartdrii initiale incomplete a regiunii N-terminale a
prelungirii a. Fragmentul 3 este format din fragmentul / (clivarea aceleiasi regiuni d) si din

fragmentul 2 dupa inlaturarea restului prelungirii N-terminale a. Fragmentele 6 si 8 sunt formate
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din fragmentul 3 in rezultatul scindarii in regiunea b. Fragmentul 7 este format din fragmentul 6
in legitura cu scurtarea N-terminald si C-terminala. In final, fragmentul /0 este format din

fragmentul 9 datorita scurtdrii N-terminale (Figura 4.4).

a Z A’ A ho”’ ho

B 85 tsRINNPFYFPSRURFSTRYGNONGRIRVLQRFDORSRQFONT.ONH

B C D E F
129 RIVQIEAKPNTLVLPKHADADNILVIQQGQATVTVANGNNRKSFNL

G H I
175 DEGHALRIPSGFISYILNRHDNQNLRVAKISMPVNTPGQFEDFFPA

hl h2 h3 b
221 SSRDQSSYLQGFSRNTIL.EAAFNAEFNEIRRVILEENaggegeerlg
i h4 c
266 qrrwstrlsseNNEGVIVKVSKEHVEELTKHaksvskk{gs

Fig. 4.3. Structura domeniului N-terminal al globulinei 7S din arahide, Ara h1 (pdb|3smh)
A — Diagrama panglica a structurii tertiare. Regiunile nestructurate a, b si ¢ sunt prezentate prin
linii punctate. Sectiunile intunecate ale diagramei corespund secventelor de aminoacizi ale
epitopilor IgE 4-13, identificati In molecula maturd a Ara hl. B — Structura primara. Literele
minuscule indica regiunile nestructurate a, b si c. Sagetile corespund legaturilor peptidice
clivabile. Resturile de aminoacizi cu accesibilitate crescuti la solvent (ASA> 100 A), care
corespund specificitatii de substrat a papainei sunt subliniate. Cu bold sunt prezentate secventele
epitopilor IgE 10-13.
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Fig. 4.4. SDS-PAGE a alergenului 7S, Ara hl, in timpul hidrolizei cu papaina
Linia de jos arata timpul de reactie (h). Pe partea stanga sunt indicate masele moleculare ale
markerilor. Pe dreapta este aratatd numerotarea fragmentelor.

Proteoliza Ara hl cu papaina incepe cu Indepartarea regiunii N-terminale nestructurate a.
Trebuie mentionat, cd sensibilitatea la proteoliza limitatd a regiunii N-terminale este
caracteristica tuturor globulinelor 7S de tip convicilinic. Proteoliza ulterioard duce la clivarea
regiunii nestructurate ¢ intre domeniile N- si C-terminale si se termina cu scindarea regiunii b.

Toate legaturile peptidice, fara exceptie, a caror scindare cu papaina a fost stabilitd in
aceastd lucrare apartin regiunilor nestructurate extinse din structura cristalind a subunitatii
pdb|3smh (Figura 4.3): extensiei hidrofile N-terminale a (R53-R54, R87-N88, R96- R97),
caracteristica globulinelor 7S de tipul convicilinelor; buclei b intre a- helixul 43 si B-strendul J’
(R264-G265, R272-S273) specificd pentru globulina 7S din arahide; linkerului interdomenic ¢
(K302-G303), precum si buclei d intre B-strendurile £ si F din domeniul C-terminal (R395-
R396, R411-E412) si extensiei sale C-terminale e (R502-P503).

4.5. Posibilitati de reducere a alergenicititii globulinei 7S din arahide prin
proteoliza

In subunitatea globulinei 7S din arahide Ara hl, care se caracterizeaza prin cea mai mare
alergenicitate dintre globulinele de rezerva din seminte, s-a relevat prezenta a 21 de epitopi IgE
[14]. Epitopii IgE 1-3 apartin secventei N-terminale a subunitdtii Ara hl, eliminate in timpul
processingului proteolitic [24]. A treia parte a celor 18 epitopi ramasi in molecula maturd a Ara

h1 (epitopii IgE 4-9, Figura 4.3A) apartin regiunii N-terminale nestructurate a si sunt eliminati la
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actiunea initiald a papainei. Aceastd zond este bogatd in resturi de arginind si aparent este
distrusa rapid cu formarea peptidelor scurte, ceea ce ar trebui sd reducd alergenicitatea Ara hl.
Este probabila, de asemenea, distrugerea in timpul proteolizei limitate cu papaina a regiunii
nestructurate b, care contine epitopul IgE 13.

Subunitatile globulinei 7S din arahide in compozitia moleculei sale hetero-trimerice sunt
extrem de conservative. Este foarte probabil ca epitopii IgE, identificati in Ara hl, sa fie de
asemenea prezenti si in alte subunitati ale acestei proteine. Astfel, se poate astepta ca proteoliza
limitatd cu papaind sd ducd la o scadere partiald a alergenicitatii intregii molecule hetero-
oligomerice a globulinei 7S din arahide, datorita indepartarii a mai mult de o treime din epitopii

IgE.

4.6. Imunoreactivitatea incrucisata a globulinelor de rezerva din seminte

Programul SDAP (http://fermi.utmb.edu/SDAP/) ofera posibilitatea de a evalua cantitativ

probabilitatea prezentei unui epitop IgE intr-o proteind data. Pentru a evalua imunoreactivitatea
incrucisatd potentiala a globulinelor de rezerva, se recomanda de a utilza ca sabloane doar acei
epitopi IgE identificati in globuline 7S si 11S care prezintd imunoreactivitate incrucisatd reald,
adicad coincid partial dupd pozitie n structurile lor primare si tertiare. Aceastd conditie este
satisfacuta de epitopii IgE ai globulinelor 11S din arahide, Ara h3 (epitopul 2) si din soia, Gly m
G1 (epitopul 1), precum si de epitopul 11 globulinei 7S din arahide, Ara hl (Figura 4.5).

hi h2
Ara h3 238 EGGNIFSGFTPEFLAQAFQVD

Gly Gl 197 EGGSILSGFTLEFLEHAFSVD
Ara hl 138 DQSSYLQGFSRNTLEAAFNAE

e kk . .« % * % .

Fig. 4.5. Imunoreactivitatea incrucisata a epitopilor IgE ai globulinelor 11S din arahide,
Ara h3 si din soia Gly m G1 si ai globulinei 7S din arahide, Ara hl
Secventele epitopului IgE sunt evidentiate cu bold. Resturile de aminoaciyi, inlocuirea carora
duce la sciderea nivelului de alergenicitate a Ara h3 si Ara hl ([14, 15]) sunt subliniate. in
structurile cristaline ale celor trei proteine, pozitia si lungimea a-helixurile /47 si 42 coincid
complet.
S-a efectuat analiza a doud duzini de secvente de aminoacizi ale globulinelor 11S si 7S
omoloage cu cele prezentate in Figura 4.3. Rezultatele obtinute ale evaluarii cantitative a
imunoreactivitatii Tncrucisate potentiale a globulinelor de rezerva sunt rezumate mai jos.

1. S-a stabilit imunoreactivitatea incrucisatd a noud globuline 11S. Toate secventele

globulinelor 11S si 7S studiate, fara exceptie, contin o pereche de resturi Gly si Phe
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superconservative (Figura 4.5). Inlocuirea ambelor resturi in Ara hl (globulina 7S) si a restului
Phe in Ara h3 (globulina 11S) duce la scaderea nivelului de alergenicitate a acestor globuline
numai a globulinelor 118, dar si a globulinelor 7S.

2. S-a aratat imunoreactivitatea incrucisatd a cinci globuline 7S de tip a. S-a constatat
lipsa imunoreactivitatii incrucisate a globulinelor 7S de acest tip si a globulinelor 118S.

3. S-a stabilit imunoreactivitatea incrucisatd a sapte globuline 7S de tip b si noua
globuline 118S. Restul Leu, Inlocuirea caruia in epitopul IgE a Ara h3 duce la scidderea nivelului
de alergenicitate a acestei proteine (Figura 4.5), este prezent in toate cele sapte globuline 7S de
tip b. Aceasta este o dovadd suplimentarda In favoarea imunoreactivitdtii incrucisate a
globulinelor 118 si a globulinelor 7S de tip b.

Rezultatele expuse ale studiului privind imunoreactivitatea incrucisatd potentiald a
globulinei 11S, Gly m G1 si globulinelor 7S de tip b pot stimula experimentele ulterioare de

identificare a epitopilor IgE in globulinele 7S din aceasta grupa.

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI
Concluzii

1. A fost stabilita originea globulinelor de rezerva din seminte, leguminelor si vicilinelor,
din oxalat-decarboxilazele bidomenice bacteriene (capitolul 2). Concluzia se bazeaza pe
rezultatele analizei evolutive a secventelor de aminoacizi din colectia vasta de globuline de
rezerva din seminte si proteinelor inrudite structural din bacterii, eucariotele inferioare, din

plantele cu spori si plantele cu seminte [17].

2. Precursorii evolutivi stravechi directi ai globulinelor de rezerva din seminte sunt
proteinele legumino-similare din alga verde harofitd Klebsormidium nitens (capitolul 2).
Concluzia se bazeaza pe analiza tuturor etapelor succesive ale evolutiei globulinelor de rezerva
din seminte, pornind de la oxalat-decarboxilazele bacteriene si proteinele inrudite din alga verde
clorofita Coccomyxa subellipsoidea, precum si pe rezultatele modeldrii computerizate a

structurilor tertiare si cuaternare ale proteinei din alga verde Klebsormidium nitens [25].

3. Structurile primare si tertiare ale leguminei reflectd trasdturile stravechi ale
globulinelor de rezerva din seminte (capitolul 2). Concluzia se bazeaza pe topologia arborelui
evolutiv al globulinelor de rezerva din seminte, precum si pe rezultatele analizei cantitative ale
compardrii secventelor de aminoacizi si structurilor cristaline ale leguminelor si vicilinelor si

precursorului lor din cianobacterii [17].
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4. Proteoliza limitatd a leguminei din semintele Ginkgo biloba (ginnacina) initiaza
degradarea masiva prin mecanismul ,,una cate una”. Rolul de reglare corespunzitor al proteolizei
limitate este caracteristic multor globuline de rezerva din familia leguminelor (capitolul 3). Prin
urmare, mecanismul de reglare a degradarii globulinelor de rezerva in timpul germinarii
semintelor, format deja la nivelul Ginkgophyta, a fost mostenit in timpul evolutiei de globulinele
de rezervd din seminte. Concluziile se bazeazd pe rezultatele studierii cineticii proteolizei
limitate si ,,una cate una” a ginnacinei si a analizei tuturor structurilor cristaline cunoscute ale
leguminelor, precum si pe rezultatele analizei legaturilor de hidrogen intersubunitare

responsabile de formarea structurii cuaternare a leguminelor [26, 27].

5. Proteoliza limitatd a leguminei si a vicilinei din arahide duce la o scadere
semnificativa a nivelului de alergenicitate a acestor proteine de rezerva (capitolul 4). S-a stabilit
ca proteoliza limitatd cu papaind scindeaza complet regiunea N-terminald nestructuratd in
structura primara a vicilinei din arahide, unde sunt prezenti o treime din epitopii IgE identificati
in aceastd proteind. S-a aratat scindarea in timpul proteolizei limitate cu papaind si tripsina, a
regiunii C-terminale a domeniului N-terminal al leguminei din arahide, unde sunt prezenti trei

din cei patru epitopi IgE, identificati in aceasta proteina [28-34].

Recomandari

1. Proteoliza limitatd poate fi recomandata ca o modalitate de a dezvolta metode eficiente
de reducere semnificativa a nivelului de alergenicitate al globulinelor de rezerva din arahide si

din soia, semintele carora sunt utilizate pe scara larga in produsele alimentare [30].
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ADNOTARE

la teza ,,Globulinele de rezerva 7S si 11S din seminte: evolutie, proteoliza,
alergenicitate” prezentatd de Cherdivard Ala in vederea solicitarii gradului
stiintific de doctor in stiinte biologice. Chisinau, 2020

Teza include introducere, patru capitole, concluzii generale, recomandari si lista lucrarilor
citate. Lucrarea contine 116 pagini de text, 64 de figuri si 14 tabele. Referintele includ 120 de surse.
Rezultatele obtinute sunt publicate in 18 lucrari stiintifice (9 articole si 9 teze la conferinte).

Cuvinte-cheie: globuline de rezerva din seminte, legumine, viciline, germine, evolutie, ginkgo,
oxalat-decarboxilaza, structurile primare si superioare ale proteinelor, mecanisme de proteoliza,
proteoliza limitata, cinetica proteolizei, alergenicitate, arahide.

Scopul lucrarii: Studierea legitatilor formarii structurii conservative a globulinelor de rezerva
din seminte in timpul evolutiei, stabilirea mecanismului degradarii proteolitice profunde a acestora si
analiza perspectivelor de utilizare a proteolizei limitate a globulinelor de rezerva pentru a reduce
nivelul de alergenicitate a acestora.

Obiectivele lucrarii: 1) Analiza relatiilor filogenetice dintre globulinele de rezerva din
seminte si proteinele structural omoloage ale procariotelor si eucariotelor. 2) Stabilirea etapelor
succesive in formarea structurii globulinelor de rezerva, care determina functia lor in seminte. 3)
Studierea cineticii proteolizei globulinei de rezerva 118 din semintele de ginkgo Ginkgo biloba, unul
dintre cei mai vechi reprezentanti ai spermatofitelor si descrierea mecanismului de reglare a
degradarii lor proteolitice profunde. 4) Studierea reactiilor succesive a proteolizei limitate ale
globulinelor 11S si 7S din arahide Arachis hypogaea, semintele carora au un nivel ridicat de
alergenicitate. 5) Stabilirea modificarilor structurale in globulinele 11S si 7S in timpul proteolizei si
limitata.

Noutatea si originalitatea stiintificdA a lucrarii: Pentru prima datd, s-a stabilit cd precursorii
stravechi evolutivi ai globulinelor de rezerva din seminte sunt oxalat-decarboxilazele bacteriene. S-a
aratat ca precursorii stravechi vegetali ai globulinelor de rezerva din seminte sunt proteinele din algele
verzi Klebsormidium nitens. S-a constatat ca structurile primare si tertiare ale globulinelor 11S reflecta
cele mai vechi trasaturi ale proteinelor de rezerva din seminte. S-a demonstrat ca proteoliza limitata a
globulinei 11S din semintele de ginkgo initiazd degradarea sa masiva prin mecanismul ,,una cate una”.
Pe baza analizei structurilor cristaline ale globulinelor 11S, este prezentat rolul reglator al proteolizei
limitate In degradarea masiva a acestor proteine. S-au studiat legitatile proteolizei limitate ale globulinelor
11S si 7S din semintele de arahide. S-a stabilit ca proteoliza limitatd duce la indepartarea regiunilor
structurii primare ale globulinelor 11S si 7S din arahide, care determina alergenicitatea lor.

Rezultatul obtinut, care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice importante consta
in stabilirea originii globulinelor de rezerva din seminte din oxalat-decarboxilazele bacteriene si
rolului de reglare al proteolizei limitate in degradarea lor profunda. S-a demonstrat ca proteoliza
limitata a proteinelor de rezerva din seminte duce la eliminarea determinantilor antigenici (epitopii
IgE) din structurile lor primare, ceea ce este promitdtor din punct de vedere al cresterii sigurantei
produselor alimentare, care contin proteine de rezerva din seminte.

Semnificatia teoretica a lucrarii: S-a stabilit originea globulinelor de rezerva din seminte din
oxalat-decarboxilazele bacteriene si nu din sferulinele Amoebozoa, dupd cum s-a presupus anterior.
S-a stabilit rolul proteolizei limitate in reglarea degradarii proteolitice masive a globulinei 11S din
ginkgo, unul dintre cei mai vechi reprezentanti ai spermatofitelor. Rezultatele obtinute sugereaza un
mecanism comun pentru reglarea proteolizei proteinelor de rezerva, caracteristic pentru intreaga
familie de globuline 11S din seminte.

Semnificatia aplicativa a lucrarii: Sunt prezentate perspectivele proteolizei limitate ca o
modalitate de a reduce semnificativ nivelul de alergenicitate al proteinelor de rezerva din semintele
de arahide, precum si a mai multor altor plante.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele expuse in lucrare reprezintd material
stiintifico-didactic pentru cursurile de biochimie si proteomica.
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SUMMARY

of the thesis “7S and 118 seed storage globulins: evolution, proteolysis,
allergenicity” presented by Cherdivara A.M. for the scientific degree of
Doctor in Biology, Chisinau, 2020

The thesis consists of introduction, four chapters, general conclusions and recommendations, and a
list of references. The work contains 116 pages of the text, 64 figures, 14 tables and the list of references
that includes 120 sources. The obtained results were published in 18 scientific papers (9 articles and 9
reports at conferences).

Key words: seed storage globulins, legumin, vicilin, germin, oxalate decarboxylase, evolution,
protein primary and higher order structures, proteolysis mechanisms, limited proteolysis, proteolysis
kinetics, allergenicity, ginkgo, peanut.

Aim of the study: Investigation of the regularities of formation during evolution of the conserved
structure of seed storage globulins, establishment of the mechanism of their deep proteolytic degradation
and elucidation of the prospects for the use of limited proteolysis of storage globulins to reduce the level
of their allergenicity.

The objectives of the study. 1) To analyze phylogenetic relationships between sequences of seed
storage globulins and related proteins of prokaryotes and eukaryotes. 2) To establish successive stages in
the evolution of the structure of storage globulins that determine their function. 3) To study the kinetics of
proteolysis of the storage 11S globulin of ginkgo Ginkgo biloba, one of the most ancient representatives
of spermatophytes, and to describe the mechanism of regulation of deep proteolytic degradation of 11S
globulins. 4) To study the successive reactions of limited proteolysis of 11S and 7S globulins from peanut
Arachis hypogaea, whose seeds are known for a high level of allergenicity. 5) To establish structural
changes in 11S and 7S globulins during proteolysis and assess the possibility of reducing the allergenicity
of peanut storage globulins by limited proteolysis.

Scientific novelty and originality of the work. It was established for the first time that bacterial
oxalate decarboxylases represent statistically reliable most ancient precursors of seed storage globulins. It
was demonstrated that proteins from the green algae Klebsormidium nitens represent the most ancient
plant precursors of seed storage globulins. It was shown that the primary and higher order structures of
118 globulins reflect the most ancient features of seed storage globulins. It was demonstrated that the
limited proteolysis of 11S globulin from ginkgo seeds initiates massive degradation of the protein via
one-by-one mechanism. Based on the analysis of crystal structures of 11S globulins, the regulatory role of
the limited proteolysis in the massive degradation of these proteins was shown. Regularities of limited
proteolysis of 11S and 7S globulins from pumpkin seeds were studied. It was demonstrated that limited
proteolysis leads to the removal of the primary structure regions of peanut 11S and 7S globulins, which
determine their allergenicity.

The obtained result, which contributes to the solution of an important scientific problem, is to
establish the origin of seed storage globulins from bacterial oxalate decarboxylases and the regulatory
role of limited proteolysis in their deep degradation. It has been shown that limited proteolysis of seed
storage globulins leads to the removal of antigenic determinants (IgE epitopes) from their primary
structures, which is promising from the point of view of increasing the safety of food products containing
seed proteins.

Theoretical significance of the work. The origin of seed storage globulins from bacterial oxalate
decarboxylases, rather than from Amoebozoa spherulins as assumed previously, was shown statistically
faithfully. The role of limited proteolysis in the regulation of massive proteolytic degradation of 11S
globulin from ginkgo, one of the oldest representatives of seed plants, has been established. The results
obtained suggest a common mechanism for the regulation of proteolysis of storage proteins characteristic
of the entire family of 11S seed globulins.

Practical significance of the work. The availability of the limited proteolysis as a means of a
significant decrease of the allergenicity level of storage globulins from pumpkin seeds, as well as from
seeds of other plants, were shown.

Implementation of scientific results. The results presented in the paper represent scientific-
didactic material for the courses of biochemistry and proteomics.
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AHHOTANIMUA

nuccepranuu Kepauaps A.M. «3anacubie 7S u 118 ri1io0yJnHbI ceMsIH:
3BOJKOLHSA, MPOTEOJIN3, AJNIEPTeHHOCThY, IPEICTABICHHON HA COMCKAHUE
YYCHOM CTETICHH JIOKTOpa OMoIorniYeckux Hayk, Kumunes, 2020

Huccepranus cOCTOMT W3 BBEICHMSA, YETHIPEX IJIaB, OOIIMX BHIBOJOB, PEKOMEHJAIMI M CIIHMCKa
oUTHpYyeMol autepaTypsl. Pabora cocrout u3 116 ctpanun tekcra, 64 pucynkoB u 14 tabmaun. Crnmcok
muteparypsl BimrodaeT 120 ucrounukoB. [lomyueHHBIE pe3ynbTaThl OMyONMKOBaHBI B 18 HaydHBIX
paboTax (9 crareit u 9 MOKIaO0B Ha KOH(PEPEHITHIX).

KnoueBble cioBa: 3amacHble ITIOOYJIMHBI CEMsH, JITYMHH, BUIIWINH, JKEPMHH, OKCasaT-
nekapOOKCHIa3a, 3BONIONMS, TEepBUYHAsS U BBICIINE CTPYKTYpbl OENKOB, MEXaHHM3MBI IMPOTEOJIN3a,
OTpaHUYEHHBII POTEO0IN3, KHHETHKA TPOTEOIN3a, AJUIEPT€HHOCTh, THHKIO, apaxHtc.

Hens wuccaenoBanmsi: lccrnenoBaHue 3aKOHOMEPHOCTEH (OPMHUPOBAHMHM B XOJAE DBOJIOIUU
KOHCEpBAaTUBHOW CTPYKTYpHI 3allaCHBIX TJIOOYJIMHOB CEMsIH, yCTAHOBJIEHHME MEXaHHM3Ma WX TIIyOOKOH
MPOTCONIMTUYECKON JeTpafallii ¥ BBISICHCHHE MEPCIEKTUB MCIOIB30BAHUE OTPAHUYCHHOTO MPOTEOIN3a
3aIacHBIX TI00YJIUHOB JJIsi CHYDKEHUS YPOBHS UX aJNIEPreHHOCTH.

3agaun uccaenoBanmus: 1) IlpoBectn aHamu3 QUIOTEHETHYECKUX B3aMMOOTHOIIEHUH MeEXITy
MOCTIEIOBATENFHOCTSMH 3aIllaCHBIX TI00YIMHOB CEMSH M POJCTBEHHBIX OEIKOB MPOKAPHOT M 3YKaPHOT.
2) YcTaHOBUTH MOCIIEIOBATEIIBHEIE ATAIBI SBOJIIOINHN CTPYKTYPHI 3alIaCHBIX TI00YJINHOB, OTIPEICIIIONINE
ux ¢yukmio. 3) MccienoBath KHHETHKY MPOTeou3a 3amnacHoro 11S robynuna runkro Ginkgo biloba,
OJTHOTO W3 JPEBHEHIINX TMPEACTAaBUTENICH CriepMaTo(UTOB U OMUCATh MEXAaHU3M PETYIISIUU TITyOOKOH
npoTteonuTHdecko aerpamarmu  11S  rnoOynuHOB. 4) UM3yumth TmociemoBaTenbHBIE  pEaKIUU
orpanndeHHoro mnporeonusa 11S u 7S rnoOynunoB apaxuca Arachis hypogaea, cemeHa KOTOPOTO
W3BECTHBI BHICOKMM YPOBHEM aJUIEPTCHHOCTH. 5) YCTaHOBUTH CTPYKTYypHBIE m3MeHeHus 11S u 7S
JIOOYJIMHOB B XOJ€ NPOTEOJM3a U OICHUTh BO3MOXHOCTH CHUXXCHHS aJUIEPTeHHOCTH 3allacHbIX
JIOOYJIMHOB apaxuca METOJ0M OMPaHUYCHHOTO MPOTEOJIN3a.

Hayunasi HOBM3HA W OPMIMHAJIBHOCTH PadoThl. BriepBble ycTaHOBIEHO, 4TO Hanbojee APEeBHUMH
3BOJIIOLIMOHHBIMH TPEIILICCTBCHHUKAMU 3aIIaCHBIX TJI00YJIMHOB CEMSH SIBILSIFOTCS] OaKTepHalbHbIE OKcasat-
nexapOokcminassl. [lokasaHo, yTo Haubosee IPEBHUMHU PACTUTENBHBIMU IPENIIECCTBEHHUKAMHU 3allacHbIX
IMOOYIMHOB CeMSH SIBISIFOTCS Oenku 3eneHoil Bomopociu Klebsormidium nitens. YCTaHOBIEHO, UTO
nepBUYHas cTpykTypa 11S rno0ynnHoB oTpaskaeT HanOojee QPEeBHUE MPU3HAKK 3aMlaCHBIX OEJIKOB CEMSH.
ITokasaHo, 94TO OrpaHWYCHHBIH MpoTeosu3 11S rmodynrHa CeMsIH THHKTO HHHIIUAPYET €T0 MaCCUPOBAHHYIO
Jerpajalyio M0 TOOJWHOYHOMY MexaHm3My. Ha ocHOBe aHamm3a KpHCTaUIMYeCKHX CTpyKTyp 11S
rMO0YyIMHOB TOKa3aHa PETyJSATOpHas pojb OTPaHMYEHHOTO HPOTEONIM3a B MAacCHPOBAHHOW Jerpajalyuu
3THX OenkoB. M3ydeHBl 3aKOHOMEPHOCTH OTrpaHHMYeHHOro mporeonu3a 11S u 7S rnoOynmmHOB ceMsH
apaxuca. YCTaHOBJIEHO, YTO OTPaHMYCHHBIN IPOTEOJIHM3 MPUBOAMT K YAAICHHIO OOJIaCTeH MEepBUYHOM
cTpykTypbl 11S 1 7S rnoOynuHOB apaxuca, OnpeaessIoiX UX auIepreHHOCTb.

IHoay4yeHnslii pe3yJbTaT, KOTOPBHIH CHOCOOCTBYET pEUICHHIO BaKHOW HAYYHOW MPOOIIEMBI,
3aKaOuaemcs 6 YCTAaHOBJIGHMM IIPOMCXOXIEHHS 3allacHbIX ITIOOYJIMHOB CEMSIH M3 OaKTepHalbHbBIX
OKcajar-1eKapOOKCHIIa3 M PETyIISITOPHON POJIM OTPAaHMYCHHOTO MPOTEOJIN3a B X TIyOOKOH Jlerpajamuu.
[TokazaHo, 4yTO OrpaHUYEHHBIH MPOTEONU3 3aMacHBIX INIOOYIMHOB CEMSH MPUBOAUT K yNAICHHUIO U3 MX
NEPBUYHBIX CTPYKTYp AaHTHIeHHBIX AeTepMUHAaHT (IgE-3muTomnoB), 4To SBiISETCS NEPCIEKTUBHBIM C
TOYKH 3PEHHS OBBIIICHNUS 0€30I1aCHOCTH MUILEBBIX IPOAYKTOB, COAEPKAILUX OEIKH CEMSIH.

Teopernyeckasi 3HAYUMOCTh PadOTHI: YCTAaHOBJICHO MPOMCXOXJEHHE 3aMacHbIX TI00YJINHOB
ceMsH U3 OakTepualbHBIX OKcajar-AekapOokcuia3, a He u3 cdepyanHOB Amoebozoa, kak paHee
MPEANoNaarajock. YCTaHOBIEHAa pOIb OrPAaHUYEHHOrO IPOTEONH3a B PEryJsSIIMH MacCHPOBaHHOMN
MPOTCONUTHYECKON Aerpamanmuy 11S r1mo0ynwHA THHKrO, OJHOTO W3 JPEBHEHUINTUX IPEICTaBUTEICH
CeMEHHBIX pacTeHHd. [lomyueHHBIe pe3yNbTaTbl MO3BOJIOT MpPEANoNaratb OOIIHOCTh MeXaHh3Ma
PETyJINY IPOTEOIN3a 3aacCHBIX OCJIKOB, XapaKTEpHOTo I Bcero cemencTna 11S rio0ynnHoB ceMsH.

IIpakTnyeckass 3HAYMMOCTbL padoThl: [lokazaHa MEPCNEKTUBHOCTh METOAA OrPaHUYEHHOI'O
NpOTEOJIN3a KaK CIiocoba CYIIECTBEHHOTO CHM)KEHHS YPOBHSI aJUIEPICHHOCTH 3allaCHBIX OCIKOB CEMSH
apaxuca, a TaKXe psijia Ipyrux pacTeHUM.

Bueapenne Hay4yHBIX pe3yJbTaToB. Pe3ynbraThl, W3j0KeHHbIE B paboTe, MPEACTaBIAIOT co0oi
Hay4YHO-00pa30BaTeIbHbIA MaTepHal 1 KypcOoB OMOXUMHHU 1 TPOTEOMHUKH.
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