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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 rezervd 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 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. 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

alergenicitatii globulinelor de rezerva din arahide prin proteoliza limitata.

Noutatea si originalitatea stiintificA 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 118 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 118, este prezentat rolul reglator al proteolizei limitate in degradarea
masiva a acestor proteine. S-au studiat legitatile proteolizei limitate ale globulinelor 118 si 7S din semintele
de arahide. S-a stabilit ca proteoliza limitatd duce la indepartarea regiunilor structurii primare ale
globulinelor 118 si 7S din arahide, care determind 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 promitator 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.



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 11S
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.



AHHOTADIMA

nuccepraunu Kepausaps A.M. «3anacubie 7S u 11S ri1o0y/auHbI ceMsiH:
IBOJIIONHS, MPOTEOJTU3, ATNJTEPTEHHOCTHY, IPEIICTABICHHOW HA CONCKAHUE YICHOM
CTETeHH JOKTOpa Onosiorndecknx Hayk, Kummaes, 2020

Huccepranus coCTOMT M3 BBEICHMSA, YETHIPEX IJIaB, OOIIMX BHIBOJOB, PEKOMEHJAIMI M CIIHCKa
MUTHpyeMol muTepaTypsl. Pabora cocrout u3 116 crpanun Texcra, 64 pucynkos u 14 tabmui. Crmcox
muTepatypsl BodaeT 120 nctounnkoB. [loaydeHHbie pe3yabTaThl OIyOIMKOBaHb B 18 HayIHBIX paboTax
(9 crateit m 9 noxIamOB HAa KOH(PEPECHITHSIX ).

KarodeBble cioBa: 3amacHele TJIOOYJIHMHBI CeMSH, JISTYMHH, BUIIWIMH, KEPMHUH, OKcajat-
JeKapOOKCHUIa3a, 3BONIOLUS, HEPBUYHAS W BBICHIME CTPYKTYpbl OEJKOB, MEXaHU3MBl IPOTEOJIN3a,
OTpaHUYEHHBII MPOTEO0IN3, KHHETHKA TPOTEOJIN3a, AJUIEPT€HHOCTh, THHKIO, apaxHtc.

Hens wuccaenoBanmsi: lccrnemoBaHue 3aKOHOMEpHOCTEH (QOPMHUPOBAHWHM B XOJAE HBOIIOIUU
KOHCEPBAaTUBHOW CTPYKTYpHI 3allaCHBIX TJIIOOYJIMHOB CEMsIH, yCTAHOBJIEHHE MEXaHHM3Ma WX TIIyOOKOH
MPOTCOIUTUYSCKON JeTpaJaliii ¥ BBISICHCHHE MEPCIEKTUB MCIOIB30BAHUE OTPAHUYCHHOTO MPOTEOIN3a
3aIacHbIX TI00YIUHOB TSI CHIDKEHUS! YPOBHS UX aJNIEPTeHHOCTH.

3agaun uccaenoBanmus: 1) IlpoBectn aHamu3 QUIOTEHETHYECKUX B3aMMOOTHOIIEHUH MeEXITy
MIOCTIeTIOBATENFHOCTSIMH 3aIIACHBIX TJI0O0YIIMHOB CEMSH M POJCTBEHHBIX OEITKOB MPOKAPHOT U DYKAPHOT. 2)
Y cTaHOBHTE MOCTIEIOBATENILHBIE STAIBI ABOJIIOIUHN CTPYKTYPHI 3alIaCHBIX TII00YJINHOB, ONPENEISIONINE HX
¢byukimio. 3) MccenenoBaTh KUHETHKY mpoTeonu3a 3amacHoro 11S rmoOynuua runkro Ginkgo biloba,
OJHOTO M3 APEBHEUIIMX MpeACTaBUTENCH CiepMaTO(QUTOB M OMUCATh MEXAHU3M PETyISLIUH TIyOOKOi
nmporeouTHUeckoi  gerpamammu  11S  rnoOymmaOB. 4) U3yunTh TOCIEAOBAaTENbHBIC PEAKIIHH
orpanundeHHoro mnporeonu3a 11S u 7S rnobOynuHoB apaxuca Arachis hypogaea, cemeHa KOTOPOTO
W3BECTHBI BHICOKMM YPOBHEM aJUIEPTCHHOCTH. 5) YCTaHOBUTH CTPYKTYypHBIE m3MeHeHus 11S u 7S
rIOOyIMHOB B XOA€ NPOTEOJHM3a M OICHHUTh BO3MOXKHOCTH CHHXKEHHUS aIEpreHHOCTH 3alacHbIX
rIo0yJIMHOB apaxyca METOIOM OTPaHHYEHHOTO MPOTEOIIH3a.

Hay4ynass HOBU3HA M OPUTHHAJIBLHOCTH PadoThI. BriepBrie ycTaHOBIIEHO, YTO HaubOIIee APESBHUMHU
SBOJIIOIIOHHBIMHE TIPENIIECTBEHHUKAMH 3aIIaCHBIX TJI00YJIMHOB CEMSH SIBIIIOTCS OaKTepHaIbHbBIE OKCallaT-
nexapOokcmiaspl. [lokasano, uro Hambosiee IPEBHUMH PaCTUTENBHBIMH IPEIIIECTBEHHUKAMH 3allaCHbIX
IMOOYIMHOB CeMSH SIBISIFOTCS Oenku 3eneHoil Bomopociu Klebsormidium nitens. Y CTaHOBIEHO, UTO
nepBUYHAs cTpyKTypa 11S rmoOyanHOB oTpakaeT Hanboee MpeBHUE MPU3HAKU 3aracHbIX OEJIKOB CEMsH.
ITokazaHo, 94T0 orpaHWYeHHBIH poTeonu3 11S rmodynrHa CeMsiH THHKTO HHUIIUAPYET €T0 MaCCUPOBAHHYIO
JIETpalalliio 10 TMOOJWHOYHOMY MexaHu3Mmy. Ha ocHOBe aHanmm3a KpHUCTALTUYECKUX CTPYKTyp 11S
rII0OYJIMHOB MTOKa3aHa PEryIATOPHAS POJIb OTPAaHIMUYEHHOTO TIPOTEO0JIN3a B MACCHPOBAHHOM JIETpaaliii STHX
OcnkoB. M3ydueHBl 3aKOHOMEPHOCTH OTpaHWYEHHOTO Tpoteonm3a 11S u 7S rinoOyiamHOB CeMsH apaxwuca.
Y CTaHOBNIEHO, YTO OTPAaHUYEHHBIN MPOTEOIN3 MPUBOIUT K yIAIEHUIO 00acTel mepBUYHOM cTpyKTyphI 11S
u 7S rinoOyIuHOB apaxuca, ONMpeCISIONINX UX aJICPreHHOCTb.

IlosydyeHHBI# pPe3yJbTAT, KOTOPBHIM CIIOCOOCTBYET PEIICHUIO BAXHOW HAYYHOW IPOOIEMBI,
3aKAIOYAemcs 6 YCTAaHOBJIICHHH IPOMCXOXIEHHUS 3alacHBIX TIOOYJIMHOB CEMSH M3 OaKTepHalbHBIX
OKcaJlaT-/IeKapOOKCHIIa3 U PETYJISTOPHON POJM OTPaHUYCHHOTO MPOTEONIN3a B UX TIIyOOKOM Jlerpaiaiuu.
[TokazaHo, 4TO OrpaHUYEHHBIA MPOTEOIU3 3aMACHBIX TIIOOYIIMHOB CEMSH MPUBOAWUT K YIAICHUIO U3 MX
MIEPBUYHBIX CTPYKTYpP aHTHTEHHBIX AeTepMHUHAHT (IgE-3muTonoB), 94To ABIsAETCS MEPCIIEKTUBHBIM C TOYKH
3pEHUS TIOBBIIICHUS 0€30MaCHOCTH MHIIEBBIX MPOTYKTOB, COJEPKANINX OSIIKNA CEMSIH.

TeopeTHyeckasi 3HAYMMOCTh PadOThI: YCTaHOBJIEHO MPOUCXOXKIEHHE 3alacHbIX TIOOYJINHOB
ceMsH 3 OaKTepHalbHBIX OKcalaT-JeKkapOoKcHiia3, a He u3 cdepynmnHoB Amoebozoa, Kak paHee
MPEANoarajlock. YCTaHOBIEHa pPOJb OTPAaHUYEHHOTO IIPOTEONHM3a B PEryJIIUA MaCCHPOBAHHOM
mpoTeonuTuueckoi gerpagammu 11S TmoOynwHA THHKTO, OJHOTO W3 JAPEBHEUINNX IPEICTaBUTEICH
CEMCHHBIX pacTeHui. [lodydeHHBIE pe3yJbTaThl MO3BOJSIOT MPEAIoiaraTh OOIIHOCTh MEXaHH3Ma
PETYIIALNY TPOTEO0JIN3a 3aMaCHBIX OEIKOB, XapaKTEPHOTO JUIsl Bcero cemeiicTBa 11S rmoOymnHOB ceMsiH.

IIpakTuyeckass 3HaYMMOCTh padoThl: [loka3zaHa MEPCIEKTHBHOCTh METOJa OTPaHUYEHHOTO
NpOTEOJIN3a KaK CIocoba CYIIECTBEHHOTO CHM)KEHHS YPOBHS aJUIEPICHHOCTH 3allaCHBIX OCNKOB CEMSH
apaxuca, a TaKKe psja APyrux pacTeHUH.

BHenpenne Hay4YHbBIX pe3yJabTaToB. Pe3ynbTarThl, U3I0KEHHBIE B paboTe, MPEICTaBISIOT cOO0M
HAy4YHO-00pa30BaTeNbHBIN MaTeprai [Uist KypcoOB OMOXHMUU M MPOTEOMHUKH.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate. Semintele sunt o sursa importanta de proteine
alimentare. Conform datelor Organizatiei pentru Alimentatie si Agriculturda a ONU (FAO - Food
and Agriculture Organization) ratia alimentara a oamenilor la nivel mondial contine 70% proteine
vegetale si doar 30% — proteine animale. Partea principald a proteinelor vegetale alimentare sunt
proteinele de rezerva din seminte. Numarul mare de proteine de rezerva din seminte este inclus in
doua familii — globuline 7S (viciline) si globuline 11S (legumine) [1].

Globulinele 7S si 11S din seminte reprezintad o rezerva de proteine macromoleculare, care
se formeaza n timpul maturizarii semintelor, iar la sfarsitul perioadei de repaus, indefinit de lunga,
rezerva din semintele tuturor spermatofitelor sunt foarte conservative, ceea ce indica
conditionalitatea functionala a structurii lor. Spre deosebire de alte proteine din seminte, al céror
metabolism constd in sinteza si degradarea, care decurg paralel, in globulinele de rezerva 7S si
11S, aceste procese sunt separate in timp. Prin urmare, structura globulinelor de rezerva formata
in timpul evolutiei este protejatd in semintele germinative de degradarea prematura si dobandeste
capacitatea de a regla mobilizarea proteoliticd in timpul germindrii semintelor si dezvoltarii
germenului [2].

Componenta aminoacidicd si proprietatile functionale (tehnologice) ale globulinelor de
rezerva native din seminte sunt departe de a fi Intotdeauna satisfacatoare, ceea ce limiteaza
utilizarea directa a acestora in produsele alimentare si ca componente ale formelor artificiale de
alimente bogate in proteine. Mai mult decat atat, conform SDAP (baza de date structurale a
proteinelor alergene) [3], globulinele de rezerva din semintele multor plante sunt alergeni.
Incercarile de a utiliza tehnicile inginerie genice pentru imbunatatirea proprietatilor nutritionale si
functionale ale globulinelor de rezerva, precum si pentru a reduce alergenicitatea lor, pot avea
succes numai atunci cand nu incalca baza fiziologica a functionarii lor In timpul maturarii si
germindrii semintelor. Solutia acestei probleme ar trebui sd se bazeze pe rezultatele studiului
privind legitatile de formare a structurilor conservative ale globulinelor 7S si 11S in timpul
evolutiei lor, precum si pe mecanismele care regleaza degradarea globulinelor de rezerva in timpul
germinarii semintelor, perioada cea mai vulnerabild in ontogeneza plantelor.

In legitura cu problemele de mai sus, globulinele de rezervi au fost si riman un obiect

important al cercetdrilor, realizate de la sfarsitul secolului trecut pana in zilele noastre, de cele
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cinci echipe de frunte conduse de J. M. Dunwell (Marea Britanie), S. Utsumi (Japonia), K. Miintz
(Germania), H. Bdumlein (Germania) si I. A. Vaintraub (mai tarziu A. D. Sutov, Moldova).

Echipele conduse de H. Baumlein si I. A. Vaintraub, mai tarziu A. D. Sutov au stabilit
similitudinea intre globulinele de rezerva si germine (oxalat-oxidazele) la nivelul structurilor
primare si superioare, indicand originea posibilda a globulinelor de rezerva de la sferuline,
proteinele eucariotelor inferioare, inrudite cu germinele [4]. Insa, mai tarziu, echipa condusi de
J.M. Dunwell, a ardtat asemdnarea, la nivelul structurilor primare, intre globulinele de rezerva si
nu numai germine/sferuline, ci si oxalat-decarboxilazele bacteriene [5]. Ulterior, asemanarea intre
globulinele de rezerva, germine si oxalat-decarboxilaze a fost stabilita nu doar la nivelul
structurilor primare, ci si superioare.

Astfel, intrebarea predecesorilor stravechi evolutivi ai globulinelor de rezerva (si, prin
urmare, a etapelor cheie ale evolutiei lor) a ramas deschisa [6]. Prima parte a lucrarii prezente este
dedicata solutiei acestei probleme.

A fost stabilitd structura tertiara bidomenica a leguminelor, globulinele de rezerva 11S din
seminte. Fiecare dintre domeniile N- si C-terminale sunt formate dintr-un B-barrel conectat la un
grup de a-helixuri [7, 8]. Este prezentatd similaritatea structurilor domeniilor N-terminale (o-
catenele) si a domeniilor C-terminale (B-catenele). S-a determinat prezenta in subunitatile
leguminelor a trei regiuni nestructurate extinse — in regiunea centrald a B-barrel-ului si intre -
barrel si a-helixuri in a-catene, precum si in linkerul extins, care leaga a- si B-catenele.

Echipa lui I. A. Vaintraub, mai tarziu echipa lui A. D. Sutov (ulterior echipa lui K. Miintz)
au stabilit sensibilitatea crescuta la proteoliza limitata a globulinelor 118 a tuturor celor trei regiuni
enumerate mai sus. S-a aratat ulterior ca, proteoliza leguminei din soia sub actiunea papainei
incepe cu scindarea linkerului interdomenic si se termina cu scindarea regiunii intre B-barrel si a-
helixuri [9]. Regiunea clivabild a a-helixurilor ale a-catenelor si a linkerului interdomenic este
hidrolizata pana la peptide cu masa moleculara micd, in timp ce B-catenele raman intacte. La
aceastd etapa, proteoliza limitata este finalizata, iar scindarea profunda ulterioard a moleculei de

legumina, modificata prin proteoliza limitatd, are loc prin mecanismul proteolizei ,,una cate una”.

Pe baza analizei cineticii proteolizei, s-a demonstrat ca molecula de legumina nativa din
soia este insensibild la proteoliza ,,una cate una”. Aceasta sensibilitate la proteoliza ,,una cate una”
este dobanditd datoritd modificarilor conformationale, rezultate in urma proteolizei limitate.
Aceste modificdri si informeaza molecula de leguminad despre abilitatea de degradare profunda

prin mecanismul ,,una cate una”. Rezultate similare au fost obtinute la studiul cineticii proteolizei
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leguminei din semintele de dovleac cu papaind [10]. Astfel, s-a stabilit experimental ca proteoliza
limitatd are rol de reglare in timpul mobilizarii proteolitice a leguminelor din soia si din dovleac.

Proteoliza limitatd are oare rol de reglare in mobilizarea leguminei din semintele altor
plante? Pentru a raspunde la aceastd intrebare, In a doua parte a acestei lucrari, am studiat
mecanismul degradarii proteolitice a leguminei din ginkgo, unul dintre reprezentanti stravechi ai
spermatofitelor. In cazul unui rispuns pozitiv la aceasti intrebare, se poate presupune ci proteoliza
limitata are rol de reglare in timpul mobilizarii proteolitice a leguminelor din semintele plantelor
care ocupd o pozitie intermediard pe ramura evolutiva a spermatofitelor intre gimnospermele vechi
(de exemplu, ginkgo) si angiospermele foarte dezvoltate (de exemplu, soia si dovleac).

Vicilinele, globulinele de rezerva 7S bidomenice din seminte, sunt omoloage cu leguminele
la nivelul secventelor de aminoacizi si structurilor tertiare [1, 2]. Cu toate acestea, vicilinele difera
de legumine dupda mai multe trasdturi. Astfel, structura primard a vicilinelor, grupului
convicilinelor, contine o extensie N-terminald nestructuratd in domeniului N-terminal, care
lipseste in legumine. Spre deosebire de legumine, secventa de aminoacizi din domeniul N-terminal
al vicilinelor nu contine regiuni nestructurate extinse. O astfel de regiune nestructurata este
caracteristica regiunii centrale a B-barrel-ului din domeniul C-terminal al vicilinelor. in cele din
urma, structurile cuaternare ale vicilinelor (trimericd) si leguminelor (hexamericd) sunt, de
asemenea, diferite.

Au fost obtinute informatii cu privire la legitatile proteolizei limitate a vicilinelor (echipele
lui I. A. Vaintraub, mai tarziu A. D. Sutov si K. Miintz) [11, 12, 13, 14, 15]. S-a stabilit
sensibilitatea la proteoliza limitata a celor doud regiuni nestructurate mentionate mai sus (extensia
N-terminald si bucla din partea centrald a B-barrel-ului din domeniul C-terminal), precum si a
linkerului interdomenic nestructurat. Este prezentata hipersensibilitatea la proteoliza limitata a
tuturor celor trei regiuni enumerate. Pe baza analizei cineticii proteolizei, s-a constatat ca
mobilizarea vicilinelor are loc ca urmare a proceselor limitate si ,,una cate una”, care au loc
simultan independent unul fata de celalalt [14].

Pana in prezent, literatura stiintificd mondiald a acumulat informatii vaste despre legitétile
degradarii proteolitice a globulinelor de rezerva din semintele multor plante, inclusiv a celor
utilizate in alimentatie [2]. Rezultatele obtinute indicd sensibilitate la proteoliza limitatd a
regiunilor mentionate mai sus in structura leguminelor si a vicilinelor. Unele dintre aceste proteine
(in principal din arahide si din soia) sunt alergeni (conform SDAP) [3]. Cel putin o parte din
sectoarele secventei globulinelor de rezerva, care determina alergenicitatea lor, apartin straturilor

de suprafata, eliminate in timpul proteolizei limitate. De exemplu, prelungirea N-terminald a
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globulinei 7S din arahide, care este potential sensibila la proteoliza limitata si determind, in mare
masuri, alergenicitatea acestei proteine [16]. In mod similar, sensibilitatea crescuti la proteoliza
limitata a regiunii C-terminale din domeniul N-terminal a subunitatilor globulinei 11S din soia a
fost stabilitd experimental. Aceastd regiune determind complet alergenicitatea subunitdtii Gly m
G1 a globulinei 11S din soia [17].

Exemplele de mai sus indicd posibilitatea potentiald de reducere a alergenicitatii
globulinelor de rezerva 7S si 11S din arahide si din soia (si, eventual, a altor plante) prin proteoliza
limitatd. Dacd aceasta ipotezd este adevarata, proteoliza limitata poate fi utilizata ca o modalitate
de a reduce alergenicitatea globulinelor de rezerva din seminte. A treia parte a prezentei lucrari

este dedicata raspunsului la aceasta intrebare.

Scopul studiului constd in studierea legitatilor formarii structurii conservative a
globulinelor de rezervd 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 studiului sunt:

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.
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Ipoteza de cercetare:
1. Evolutia globulinelor de rezerva si a germinelor/sferulinelor s-a dezvoltat dupa doua
scenarii independente. Precursorii evolutivi ai globulinelor de rezerva sunt oxalat-decarboxilazele
bacteriene. Precursorii evolutivi vegetali ai globulinelor de rezerva din seminte sunt proteinele

algelor verzi, structural inrudite cu oxalat-decarboxilazele bacteriene.

2. Proteoliza limitata a leguminei din ginkgo initiaza degradarea profunda a acesteia prin
mecanismul ,,una cate una”. Mecanismul de reglare a degradarii proteolitice masive a globulinelor
de rezerva, care a apdrut la un nivel atit 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 sectoarelor
secventelor de aminoacizi in care sunt identificati determinantii antigenici (epitopii IgE) care
determind alergenicitatea acestor proteine. Proteoliza limitata poate fi recomandata ca o modalitate
de a reduce nivelul de alergenicitate a globulinelor de rezervd din semintele de arahide si soia,

precum si a unui numadr de alte plante utilizate in alimentatie.

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

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

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

pentru a cauta secventele omoloage de aminoacizi ale proteinelor; Clustal W2 si Clustal Omega —
pentru alinierea (alignment) secventelor de aminoacizi gasite ale proteinelor; TREECON — pentru
analiza evolutiva a proteinelor gasite; DeepView Swiss-PDB Viewer — pentru analiza structurilor
tertiare ale proteinelor, construirea diagramelor panglicd 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/ a fost utilizat pentru a determina suprafata resturilor de

aminoacizi accesibila la solvent in structurile de cristal si model ale oligomerilor globulinelor 11S.

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

SDS-electroforeza.

19



Fiabilitatea rezultatelor obtinute este asigurata de utilizarea metodelor statistice standard
pentru evaluarea rezultatelor analizelor evolutive (pragramul TREECON), folosirea metodei
computerizate moderne pentru cuantificarea rezultatelor electroforezei (programul Phoretix 1D
Gel Analysis v.5.10), precum si de absenta contradictiilor dintre rezultatele proprii si datele

publicate.

Sumarul capitolelor tezei.

Teza include: adnotare prezentatd in limba romand, engleza si rusa, lista tabelelor, lista
figurilor, lista abrevierilor, introducere, patru capitole, primul dintre care prezintd analia situatiei
din domeniu, iar urmatoarele trei reflecta contributiile metodice si rezultatele propriilor cercetari,
concluzii generale si recomandari, bibliografie, declaratia privind asumarea raspunderii si CV-ul

autorului.

In Introducere este argumentati actualitatea problemei si importanta temei abordate, sunt
formulate scopul si obiectivele cercetarii, se prezintd ipotezele de cercetare, sinteza metodologiei

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

Capitolul 1 "Globulinele de rezerva din seminte” contine o analizd a datelor din
literatura de specialitate despre structurile primare si superioare ale globulinelor de rezerva din
seminte, despre mecanismele de proteoliza a acestora si despre reglarea acestui proces; ofera
informatii despre alergenicitatea globulinelor de rezerva din semintele de arahide, soia si a altor

plante.

Capitolul 2 "Originea si evolutia structurilor globulinelor de rezerva din seminte’”
include metodele si strategia de cercetare, precum si descrierea cailor independente de evolutie a
globulinelor de rezerva din seminte si a germinelor din plante si a sferulinelor din eucariote

inferioare, Inrudite structural cu globulinele de rezerva.

Capitolul 3 "Legitatile proteolizei globulinei 11S din semintele de ginkgo” include
obiectul de studiu si metodele de cercetate si reflectd rezultatele privind proteoliza limitata a
globulinei 11S din semintele de Ginkgo biloba. S-a stabilit rolul proteolizei limitate a globulinei
11S din semintele de ginkgo in initierea degradarii sale proteolitice profunde si a fost propusa
ipoteza privind existenta unui mecanism de reglare a acestui proces, caracteristic intregii familii

de globuline 118.
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Capitolul 4 ""Proteoliza ca modalitate de reducere a alergenicitatii globulinelor de
rezerva din arahide” cuprinde obiectul de studiu si metodele de cercetare, precum si rezultatele
studierii proteolizei globulinelor de rezerva 11S si 7S din semintele de arahide. Sunt descrise
legitatile proteolizei globulinelor de rezerva din semintele de arahide si sunt analizate perspectivele

reducerii alergenicitatii globulinei de rezerva din arahide si soia prin metoda proteolizei limitate.
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1. GLOBULINELE DE REZERVA DIN SEMINTE

Termenii viciline si legumine au fost introdusi la sfarsitul secolului XIX de catre T. B.
Osborne pentru a desemna doua tipuri de proteine de rezerva din semintele a patru leguminoase
[18]. In prezent s-a stabilit, ci vicilinele si leguminele formeaza doua familii conservative de
proteine omoloage din semintele tuturor spermatofitelor [1, 2, 19-21]. Indiferent de diferentele in
proprietatile globulinelor de rezerva, in cadrul fiecdreia dintre aceste familii este obisnuit sa le
numim 1n functie de valorile aproximative ale coeficientilor de sedimentare [22, 23] globuline 7S

(viciline) si globuline 11S (legumine).
1.1. Structura globulinelor de rezerva din seminte

Globulinele 7S. Structura primard a globulinelor de rezerva ale acestei familii poate fi
ilustratd pe exemplul B-conglicininei, globulina 7S din soia Glycine max [24, 25]. Molecula
trimericd a B-conglicininei este formata dintr-o combinatie aleatorie a subunitatilor de trei tipuri —
o, o si B [26]. In fiecare dintre aceste subunititi existi domeniile N- si C-terminale structural
echivalente. Structura fiecaruia dintre aceste domenii (Figura 1.1) este formatd dintr-un B-barrel,
cu B-strandurile antiparalele BCDEFGH, unit cu grupul de a-helixuri 41, h2 si h3; o-helixul 74
suplimentar este caracteristic numai pentru domeniul N-terminal. Structura p-barrel-ului
domentiilor N- si C-terminal este suplimentata cu B-strandurile 4, A" siJ, J'si a-helixul 40, precum
si cu B-strandul Z, care stabilizeaza interactiunile intersubunitare in trimer.

In subunitatea o' a globulinei 7S din soia exista trei regiuni nestructurate extinse: a —
extinderea N-terminald a domeniului N-terminal si » — bucla Intre a-helixul 43 si B-strendul J’
(Figura 1.2); domeniul C-terminal, bucla intre B-strendurile £ si F (c¢). A patra regiune
nestructuratd d — secventa C-terminald a domeniului C-terminal (Figura 1.2).

Structurile tertiare cunoscute ale globulinelor 7S foarte conservative sunt apropiate (Tabelul
1.1). Exceptie face fazeolina, globulina 7S din fasole Phaseolus vulgaris, la care Tn domeniul C-
terminal lipseste B-strandul Z, iar bucla dintre B-strandurile £ si F' este neobisnuit de scurta.
Dimpotriva, bucla dintre B-strandurile £ si G in domeniul N-terminal este neobisnuit de alungita.
Aceste particularitati ale structurii fazeolinei sunt discutate mai jos (subcapitolul 1.3.) in legatura

cu caracteristicile individuale ale proteolizei acestei proteine.
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Fig. 1.1. Diagrama panglica a structurii domeniului N-terminal al subunitatii o’ al
globulinei 7S din soia pdb|1uik [25]
Liniile punctate corespund regiunilor nestructurate: extinderea N-terminala extinsa si
bucla dintre a-helixul 43 si B-strendul J'.

136 esqgreprrhknkNPFHFNSKRFQTLFKNQYGHVRVLORFNKRSQQLONLR
a Z A’ A

186 DYRILEFNSKPNTLLLPHHADADYLIVILNGTAILTLVNNDDRDSYNLQS
B c D E F

236 GDALRVPAGTTYYVVNPDNDENLRMITLAIPVNKPGRFESFEFFLSSTQAQQ
G H I J

286 SYLQGFSKNILEASYDTKFEEINKVLFGreeggqgggeer1QESVIVEISK
hl h2 h3 b I

336 KQIRELSKHAKSSSRKTISSEDKPFNLRSRDPIYSNKLGKLEEITPEKNP
h4 z A’ A

386 QLRDLDVFLSVVDMNEGALF LPHEFNSKAIVVLVINEGEANIELVGIkedq
B c D E

436 qrqgqeeqPLEVRKYRAELSEQDIFVIPAGYPVVVNATSDLNFFAFGINA
¢ F G H I

486 ENNQRNF LAGSKDNVISQIPSQVQELAFPGSAKDIENLIKSQSESYFVDA
J hl h2 h3 J’

536 qpqqkeegskgrkgplssilra

Fig. 1.2. Secventa de aminoacizi a subunitatii a' a globulinei 7S din soia pdb|1luik [25]
Pozitia structurilor secundare ( B-strendurile Z-J' si a-helixurile /#/-h4) este indicata prin
subliniere. Literele mici corespund regiunilor nestructurate a, b, ¢ si d.
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Tabelul 1.1. Globulinele 7S cu structura tertiara cunoscuta.

pdb Subunitatea | Cristalul | Specia Link
luik o ABC [25]
lipj B ABC [24]
Glycine max
lipk B ABC [24]
luij B ABCDEF [27]
2phl B ABC Phaseolus vulgaris [29]
3s7e AB* [30]
3s7i AB* Arachis hypogaea [30]
3smh ABCDEF [31]
2¢cv6 ABC Vigna radiata [32]
2ea’ ABC [33]
Vigna angularis
2eaa ABC [33]
lcau A [28]
Canavalia ensiformis
2cau A [34]
4lej A Pinus koraiensis [35]

Nota: * — subunitatile A si B, ce apartin trimerilor diferiti in structurile hexamerice. Pentru
canavalina, globulina 7S Canavalia ensiformis, s-au stabilit variatii ale structurii tertiare ale
domeniilor N- si C-terminale separat [28] (1caw, 1cax, 1dgr, 1dgw).

Fig. 1.3. Structura cuaternara a globulinei 7S din soia 1lipk [24]
a, b, ¢ — subunitatile globulinei; N si C — domeniile N- si C-terminale, respectiv.
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Subunitatile a, b, ¢ in moleculele globulinelor 7S sunt combinate in trimer datorita
interactiunilor dintre regiunile C-terminale ale domeniilor N-terminal si C-terminal ale fiecareia
dintre cele trei perechi de subunitéti adiacente in trimerul subunitatilor [24, 25] (Figura 1.3).

In functie de conditiile de cristalizare, trimerii subunititilor ABC ale unor globuline 7S

(inclusiv B-conglicinina [27]) formeaza hexamere 9S ABCDEF (Tabelul 1.1).

Globulinele 118S. Structura primara a globulinelor de rezerva din aceasta familie poate fi
ilustratd pe exemplul glicininei, globulind 11S din soia Glycine max [7, 8, 36]. Subunitatile
glicininei sunt sintetizate intr-un lant polipiptidic unic, post-translational scindate in domeniile N-
si C-terminal (respectiv a- si B-catene) [26]. Molecula hexamerica a glicininei este formata prin
combinarea aleatoare a cinci subunitati de doua tipuri: de tip I: G1 (AlaB1b), G2 (A2Bla), G3
(A1bBla) si de tip II: G4 (A5A4B3), G5 (A3B4) [26]. In fiecare dintre aceste subunitati exista
domeniile N- si C-terminal structural echivalente. Structura fiecaruia dintre aceste domenii (Figura
1.4 si 1.5) este format din B-barrelul cu B-strendurile antiparalele BCDEFGHI, unit cu un grup de
a-helixuri 21, h2 si h3. Structura B-barrelui este suplimentata cu B-strendurile 4, A" si J, J' si o-
helixul 40. In domeniul C-terminal este prezent B-strendul Z suplimentar, care stabilizeazi
interactiunile interdomeniu in fiecare dintre cele doud semimolecule trimerice ale glicininei

combinate in hexamer.

Fig. 1.4. Diagrama panglica a structurii tertiare a domeniului N-terminal al subunitatii
A3B4 al globulinei 11S din soia pdb|1odS [8]
Liniile punctate corespund regiunilor nestructurate: N-terminal scurt (a), buclei intre -
strendurile £’ si F' (b), buclei intre B-strendul J si a-helixul 47 (¢) si linkerul interdomenic (d).
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1 itsskfNECQLNNLNALEPDHRVE SEGGLIETWNSQHPELQCAGVTVSKR
a AT A ho B

51 TLNRNGLHLPSYSPYPQMIIVVQGKGAIGFAFPGCPETFEKPqggssrrg
C D E E’ b

101 srsqgglQDSHQKIRHFNEGDVLVIPPGVPYWTYNTGDEPVVAISLLDTS
F* F G H €8

151 NFNNQLDONPRVFYLAGNPDIEHPETMQgggggkshggrkggghgggeeE
J c

201 GGSVLSGFSKHFLAQSFNTNEDTAERKLRSPDDERKQIVTIVEGGLSVISPK
hi1 h2 h3 J’

251 Wgegededededeeyeqtpsypprrpshgkheddededeeedgprpdhpp

l d
301 grpsrpeqgeprgrgcqgtrnGVEENICTMKLHENIARPSRADFYNPRAGR
Z A’

351 ISTLNSLTLPALRQFGLSAQYVVLYRNGIYSPHWNLNANSVIYVTRGKGR
A ho B C D

401 VRVVNCQGNAVFDGELRRGQLLVVPQONFVVAEQGGEQGLEYVVFKTHHNA
E F G H I

451 VSSYIKDVFRAIPSEVLSNSYNLGQSQVRQLKYQGNSGPLVNP
J hi1 h2 h3 Jr

Fig. 1.5. Secventa de aminoacizi a subunitatii A3B4 a globilinei 118 din soia, glicinina
pdb|lodS5 [8]
Pozitia structurilor secundare ( B-strendurile Z-J' si a-helixurile 40-h3) este indicata prin
subliniere. Literele mici corespund regiunilor nestructurate a-d. Sigeata aratd punctul de scindare
al secventei A3B4 in a- si B-catene (domeniile N- si C-terminale, respectiv).

In subunititile glicininei sunt prezente cinci regiuni nestructurate: @ — N- si C-terminal
scurte si trei regiuni nestructurate extinse in a-catene: b — bucla intre B-strandurile £ si F, ¢ — bucla
intre B-barrel si a-helixuri si d — linkerul interdomenic.

Structurile tertiare ale globulinelor 11S foarte conservative, prezentate in Tabelul 1.2,
difera foarte putin de structura globulinei 11S din soia pdb|1od5 prezentata in Figura 1.4 si 1.5. O
trasatura distinctiva a globulinei 11S din arahide 3c3v [37] este prezenta in domeniul sau N-
terminal a B-strandului Z, care stabilizeaza interactiunile interdomeniu. Evidentiem, ca B-strandul
Z este caracteristic atdt pentru domeniile N-terminale, cat si pentru cele C-terminale ale
globulinelor 7S (Figura 1.2).

La fel ca si in cazul globulinelor 7S, subunitatile a, b si ¢ sintetizate intr-un lant polipeptidic
unic Tn molecula globulinei 11S sunt initial combinate in trimer datoritd interactiunilor dintre
regiunile C-terminale ale domeniilor N-terminale si C-terminale ale fiecareia dintre cele trei
perechi de subunititi adiacente in trimerul subunitdtilor [7] (Figura 1.6). Dupa procesingul
proteolitic (scindarea subunitatilor in a- si B-catene), doi trimeri in molecula matura a globulinelor

11S se combina intr-un hexamer [8, 38, 39].
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Tabelul 1.2. Globulinele 11S cu structura tertiara cunoscuta.

pdb | Subunitatea | Cristalul | Specia Link
1fxz | AlaBl1b ABC Glycine max [7]
lucx | 1aBIb’ ABC Glycine max [36]
ludl | AlaB1b” ABC Glycine max [36]
lod5 | A3B4 AB* Glycine max [8]
2dsf | A3B4 AB* Glycine max -
2dsh | A3B4 ABCDEF | Glycine max -
3ksc ABCDEF | Pisum sativum [38]
3ehk ABCDEF | Prunus dulcis [38]
3fz3 ABCDEF | Prunus dulcis [39]
3qac A Amaranthus hypochondriacus | [40]
2evx A Cucurbita maxima -
2e9q A Cucurbita maxima [38]
3kgl ABCDEEF | Brassica napus [38]
3c3v A Arachis hypogaea [37]

Nota: * — subunitatile A si B, ce apartin trimerilor diferiti in structurile hexamerice.

Fig. 1.6. Structura cuaternara a globulinei 11S din soia 1fxz [24]
a, b, c — subunitétile globulinei; N si C — domeniile N- si C-terminale, respectiv.
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1.2. Originea si evolutia globulinelor de rezerva

Pentru prima data informatii sigure despre rudenia evolutiva a globulinelor 7S si 11S au
apdrut pe baza compararii unui numar limitat de secvente de aminoacizi cunoscute ale domeniilor
C-terminale conservative [41, 42]. Mai tarziu au fost stabilite structurile cristaline ale globulinei
7S din canavalie Canavalia ensiformis [34] si din fasole Phaseolus vulgaris [29] si pe baza
compardrii structurilor primare ale unui numar mare de globuline 7S si 11S a fost ardtata
similitudinea structurald a subunitatilor din proteinele acestor familii, cu mare probabilitate,
indicand rudenia evolutiva a acestora [29]. Cu toate acestea, doar mai tarziu a fost obtinuta dovada
absolutd a rudeniei evolutive a globulinelor 7S si 118, bazatd pe coincidenta stabilita a structurii
exon-intron a genelor lor [43].

Dupa aparitia informatiilor despre structura cristalind pdb|1fxz a globulinei 11S din soia
[7], rudenia presupusa a globulinelor 7S si 11S a fost confirmata pe deplin. Astfel, la suprapunerea
structurilor tertiare ale globulinei 7S din canavalie pdb|2cau si a globulinei 118 din soia pdb|1{xz,
abaterea standard a pozitiei 191 atomi C* in structura scheletului acestor proteine nu depaseste 1,3
A [7]. Rudenia structurala a globulinelor 7S si 118 este confirmati de suprapunerea partiald sau
chiar completa a pozitiei structurilor secundare din secventele acestor proteine (Figura 1.7 si 1.8).

Domeniile N- si C-terminale ale globulinelor 7S si 11S sunt echivalente din punct de vedere
structural [43]. In plus, secventa tuturor celor patru domenii in aceste doud proteine sunt omoloage
in toate combinatiile de perechi posibile, ceea ce indicd originea lor de la un predecesor
monodomenic comun, supus duplicarii [43]. Un astfel de predecesor poate fi germina, proteina
vegetalda monodomenica, a carei secventd de aminoacizi este omoloaga cu secventele atit a

domeniului N-terminal, cat si C-terminal ale globulinelor de rezerva din seminte (ipoteza 1) [44].
S-a stabilit ca structura cristalind a germinei pdb|1fi2 din orz Hordeum vulgare, la fel ca si

in cazul globulinelor de rezerva, este constiuitd din B-barrel cu B-strandurile antiparalele legate cu
un grup a-helixuri [45]; in plus, se constata o suprapunere partiald sau chiar completa a pozitiei
structurilor secundare 1n regiunea p-barrelui; abaterea standard a pozitiei 100 atomi C* In structura

scheletului acestor proteine nu depiseste 1,1 A (Figura 1.9 si 1.10).
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Fig. 1.7. Diagramele panglica ale structurilor domeniilor C-terminale ale globulinei 11S
din soia 1fxz (a) si globulinei 7S Canavalia ensiformis 2cau (b) suprapuse spatial,
dar aratate separat [7]

Linia intreruptd corespunde regiunii nestructurate intre B-strandurile £ si F, caracteristica
globulinelor 78S.
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A A’ A h0
a
1FX2 1 fssreqpggNECQIQKLNALKPDNRIESEGGLIETWNPN-NKPFQCA-—-
2CAU Bl s esRAQNNPYLFRSNEFLTLFENQHGSLRLLORFNEDTEKLENLR

- . * . * -

B C D E
1FXz 47 GVALSRCTLNRNALRRPSYTNGPQEIYIQQGKGIFGMIYPGCPSTfeepq
2CAU 85 DYRVLEYCSKPNTLLLPHHSDSDLLVLVLEGQAILVLVNPD----—-—-—

- T 2 2 kzak: o2 K
F G H I
1FXZ 97 gpaarggssrpgdRHQRKIYNFREGDLIAVPTGVAWWMYNNE-DTPVVAVS
2CAU 126 —-—————=——————- GRDTYRKLDQGDAIRIQAGTPFYLINPDNNQONLRILK
cu®zz k& 2 Kk = .2 % 2z = : -
J b

1FXZ 146 IIDTNSLENQLDQMPRRFYLAGNQEQEFLKYQQeqgghgsgkgkhggeee
2CAU 162 FAIT----FRRPGTVEDFFLSSTKRL---—-——=======—==——————
* . * % .
hl h2 h3 J
1FXZ 196 neGGSILSGFTLEFLEHAFSVDKQIAKNLQGEnegedKGAIVTVKGGLSV
2CAU 184 ---PSYLSAFSKNFLEASYDSPYDEIEQTLLQE--EQEGVIVKMPkdqlq

* kk k. -kkk .- : . =k kK.

1FXZ 246 IKPptdeqqqrpqeeeeeeedekpqckgkdkhcqrprgsqs ks rrngide
2CAU 229 eiskhagsssrktl-—————————— e e e
Z A' A ho B
1FXZ 296 tICTMRLRHEHNIGQTSSPDIYNPQAGSVTTATSLDFPALSWLRLSAEFGSL
2CAU 243 SSQDKPEEEE:--SRDPIYSNN-YGKLYEITPEKNSQLRDLDILLNCLQM

* * * * * =z =z _:
C D E ¢ F
1FXZ 34¢ RKNAMFVPHYNLNANSIIYALNGRALIQVVNC ——————————— NGERVFD
2CAU 289 NEGALFVPHYNSRATVILVANEGRAEVELVGI.quqqqglestLRR YA
Lk *kkkkk .*_ *- * *-A-* :::*. . * -
G H I J

1FXZ 386 GELQEGRVLIVPONFVVAARSQSDNFEYVSFRTNDTPMIGTLAG-ANSL

2CAU 338 ATLSEGDIIVIPSSFPVALKAASDLNMVGIGVNAENNERNFLAGHKENV
Lok _kk sesak ok kk s k% L okkk . .
hl h2 h3 J! d

1FXZ 433 LNALPEEVIQHTFNLKSQQARQIKNNNPFKFLVPPQESgkrava

2CAU 387 EEQIPRQVSDLTFPGSGEEVEELLENQKESYFVDGQPRHidaggkarrah

sk ok o kK = ke ==k *
. . .o

Y
.. - .. . .- s o

Fig. 1.8. Alinierea structurala a secventelor de aminoacizi ale globulinei 11S Glycine max
1fxz si globulinei 7S Canavalia ensiformis 2cau [7]
Regiunile nestructurate sunt aratate cu litere mici. Pozitia structurilor secundare ( -strendurile
Z-J'si a-helixurile #0-h3) este indicata prin subliniere. Sunt prezentate resturile de aminoacizi
identice (*), substitutiile conservative (:) si indiferente (.).
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Fig. 1.9. Diagramele panglica ale structurii tertiare ale domeniului N-terminal
a globulinei 7S Canavalia ensiformis 2cau (a) si germinei pdb|1fi2 din orz (b) suprapuse
spatial, dar prezentate separat [45]
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Z Af A ho B c
1fi2 39 SSKLTRAGNTSTPNGSAVTELDVAEWPGTNTLGVSMNRVDFAPGGTNPP
2cau 248 PFNLRSRDPIYSNNYGKLYEITPERNSQLRDLDILLNCLOMNEGALFVP

= =2k o o = * . z *: = . K,z 2K === *, *
D E F
1fi2 88 HIHPRATEIGMVMKGELLVGILGSLDS——————=— GNKLYSRVVRAGET
2cau 297 HYNSRATVILVANEGRAEVELVGLEQQQQQGLESMQLRRYAATLSEGDI
x & kxk X 2, %k, &* ok o : k1 *:
G H I J hl

1fi2 129 FVIPRGIMHFQFNVGKTEAYMVVSFNSQNPGIVFVPLTLFGSDPPIPTP
2cau 346 IVIPSSFPVAL-KAASDINMVGIGVNAENNERNFLAGHKENVIRQIPRQ

-k kKA - . = . K=ok k- * &

h2 h3 J’
1fi2 178 VLTRALRVE-AGVVELLKSK-—-—-FAGGS
2cau 394 VSDLTFPGSGEEVEELLENQKESYFVDGQ

*, == . A AAkk ok ok k

Fig. 1.10. Alinierea secventelor de aminoacizi ale domeniului N-terminal al globulinei 7S
Canavalia ensiformis 2cau si al zonei modulului structural
B-barrel-a-helixuri al germinei 1fi2 [45]

Pozitia structurilor secundare ( B-strendurile Z-J' si a-helixurile 40-43) este indicata prin
subliniere. Sunt prezentate resturile de aminoacizi identice (*), substitutiile conservative (:) si
indiferente (.).

Ipoteza 1 despre inrudirea evolutiva a germinelor si globulinelor de rezerva din seminte a
stimulat cadutarea ulterioard a predecesorilor evolutivi ai acestor proteine, ceea ce a dus la
descoperirea unei vaste superfamilii de proteine inrudite structural numite cupine [5, 46-49].
Cautarea s-a bazat pe doud motive nodale ale secventelor de aminoacizi, din structura germinei
[49], care corespund la doud jumatati scurte ale B-barrelui: GxsHxHx34Ex6G (B-strendurile CDE)
st GxsPxGx2Hx3N (B-strendurile FGH).

Bancile de date moderne contin multe mii de secvente de aminoacizi, atribuite
superfamiliei cupinelor (clan cl09118). Prezenta reald a B-barrelui, care este consideratd a fi
caracteristica pentru toate cupinele, a fost ardtata in structurile tertiare a mai mult de o sutd de
proteine din arhibacterii, bacterii si eucariote. Se presupune ca cel putin 18 subclase de cupine,
provin dintr-un predecesor evolutiv comun [49]. Cu toate acestea, omologia regiunilor scurte
analizate ale secventelor de aminoacizi ale cupinelor intre subclasele mentionate nu este

intotdeauna evidentd. Asemanarea observata intre structurile primare ale cupinelor in multe cazuri

poate avea un caracter convergent din cauza formarii unor structuri tertiare similare [2].
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Din punct de vedere al evolutiei globulinelor de rezerva, dintre celelate cupine un interes
deosebit prezinta familia oxalat-decarboxilazelor bacteriene (OD). Structura OD este formata din
doud domenii omoloage domeniilor globulinelor de rezerva atat in regiunea B-barrelui, cét si in

rgiunea o-helixurilor [2] (Figura 1.11 i 1.12).

Fig. 1.11. Diagramele panglica ale structurilor tertiare ale domeniilor C-terminale ale
globulinei 118 din soia Glycine max pdb|lodS (a) si OD cianobacteriilor Synechocystis sp.
pdb|2vqa (b) suprapuse spatial, dar prezentate separat [2]
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lodS 14 LNAL-EPDHRVESEGGLIETWNSQH-PELQCAGVIVSKRTLNRNGLHLPSYSPYPQMI
2vga 21 FIYAFSKTPLVLYDGGTITKQVGTYNFPVSKGMAGVYMSLEPG-AIRELHWHANAAEWA
Z ar A ho B c D

lodS 70 IVVQGKGAIGFAFPG([25] SHQKIRHFNEGDVLVIPPGVPYWTYNTGDEPVVAISLLD
2vga 78 YMMEGRTRITLTSPE-—---GKVEIADVDKGGLWYFPRGWGHSIEGIGPDTAKFLLVEN
E F G H I

lod5 149 TSNENQLNDONPRVEYL [36]GSVLSGFSKHFLAQSFNTNEDTAEKLRSPDDERKQIV
2vga 132 DGTPSEGA-----TFSV----TDWLSHT PIAWVEENLGWTAARQVAQLPK- KQVYISSY
J hi h2 h3 D

lodS 239 TVEGG([86] KLHENIARPSRADFYNPKAGRISTLNSLTLPALRQFGLSAQYVVLYRNG
2vga 180 GPASG([14]EVPHTHNLLGQQPLVSLGGNELRLASAKEFPGS--FNMIGALIHLEPGA
2 A’ A ho B

lodS 379 IYSPHWNINANSVIYVTIRGKGRVRVVNCOGNAVFDGELRRGQLLVVPONFVVAEQGGE
2vga 246 MROLHWHPNADEWQYVLDGEMDLIVFASEG-KASVSRLOOGDVGYVPXKGYGHAIRNSS
C D E F G H

lodS 437 QGLEYVVEXTHHNAVSSYI-KDVFRAIPSEVLSNSYNLGOSQVRQLXYQGNSGPLVNP
2vga 303 QKPLDIVVVFNDGDYQSIDLSTWLASNPSSVLGNTFQISPELTKKLP--VQDITIFSLP
I J hi hz h3 J’

Fig. 1.12. Alinierea secventei de aminoacizi ale subunitatilor globulinei 11S din soia Glycine
max 10dS si OD cianobacteriei Synechocystis sp. 2vqa [2]

Pozitia structurilor secundare ( B-strendurile Z-J' si a a-helixurilor 4#0-43) este indicata prin
subliniere. Prin text gras sunt aratate resturile de aminoacizi identice. Numerele din parantezele
patrate indica pozitia si numarul de resturi omise in cele trei regiuni nestructurate
ale secventei globulinei 118S.

Aceasta permite de a presupune, cd anume oxalat-decarboxilazele bacteriene ar putea fi
precursori directi si unici ai globulinelor de rezerva [49] (ipoteza 2). O dovadd semnificativa in
favoarea acestei ipoteze este detectarea proteinei bidomenice oxalat-decarboxilazo-similara din algele
verzi ca o legaturd intermediard evolutivd intre oxalat-decarboxilazele bacteriene si proteinele
legumino-/vicilino-similare din strutisor si feriga [2]. Acestea din urma sunt, aparent, cei mai apropiati
precursori ai globulinelor de rezerva din seminte. Acest lucru, in special, este evidentiat de identitatea
structurii exon-intron (coincidenta numarului, pozitiei si fazei intronilor) a genei, care codifica
globulinele 7S si 118 si, respectiv proteinele vicilino- si legumino-similare din strutisor [2].

Se pare ca intriga originii globulinelor de rezervd din seminte tinde sd favorizeze oxalat-
decarboxilazele bidomenice bacteriene. Cu toate acestea, in cazul analizei filogenetice, cu
utilizarea ca claster radacind a unor proteine monodomenice fie ale bacteriilor [2] sau ale

arhibacteriilor [6], globulinele de rezervda din seminte si germinele (precum si precursorii lor
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sferulinele [44]) formeazd un cluster comun, in mod egal inrudit cu oxalat-decarboxilazele

bacteriene (Figura 1.13) [2]. Astfel, problema originii globulinelor de rezerva din seminte, in

100
100

70 Sferuline
80 Sferulinosimilare

Viciline
100 Vicilinosimilare
100] Legumine
Leguminosimilare

%k %k OD-similare, alga verde

95 ‘
66
OD, bacterii

1“ OD, bacterii

Fig. 1.13. Analiza filogenetica a secventelor de aminoacizi ale globulinelor de rezerva
(si a precursorilor acestora din plantele cu spori), germinelor (si precursorii lor
sferulinelor) si OD [2]

Regiunea de secventd analizata (167 de pozitii ale alinierii) corespunde domeniilor
C-terminale ale proteinelor bidominice (**) si modulului structural B-barrel-a-helixuri,
ale proteinelor monodominice (*). Numerele de deasupra ramurilor
reflectd suportul statistic al clusterelor (% din 1000 de replicari).

esentd, raimane deschisa.

Germine
Germinosimilare

35



1.3. Proteoliza globulinelor de rezerva si reglarea acesteia

Pentru semintele germinative, sunt cel mai mult caracteristic doud clase de proteinaze,
implicate in degradarea globulinelor de rezerva [50]: proteinazele asemanatoare papainelor cu
specificitate de substrat ingustd [50-52] si legumainele Asn-specifice [53-55]. In semintele mature
legumainele catalizeaza scindarea post-translationald a globulinelor 11S in domeniile N- si C-
terminale (respectiv, a- si B-catene) [56-58]. Proteazele aspartice [59-61] si metaloproteinazele

[62-64] participd, de asemenea, la degradarea globulinelor de rezerva in semintele germinative.

Mecanismele proteolizei proteinelor. Mecanismele proteolizei proteinelor sunt
determinate nu atit de specificitatea primard de substrat a proteinazei, cat de caracteristicile
individuale ale structurii tertiare ale substratului proteic. Exista doud mecanisme de proteoliza ale
proteinelor — limitata si nelimitatd (,,una cate una”, extinsd) [65-67]. Diferentele principale dintre
aceste mecanisme sunt prezentate in Tabelul. 1.3.

Tabelul 1.3. Caracteristicile principale ale reactiilor idealizate ale proteolizei limitate si
,una cite una”a proteinelor native [2].

Proteoliza ,,una cate una”

Proteoliza limitata ' »
one-by-one

Concentratia In greutate a proteinei se micsoreaza | Concentratia In greutate a proteinei se micsoreaza

ca urmare a reducerii masei moleculare a ca urmare a unei degradari complete a
substratului moleculelor de substrat
Concentratia molara a proteinei reziduale este Masa moleculara a proteinei reziduale este
constantd in timpul reactiei constantd in timpul reactiei
Procesul se termind dupa epuizarea legaturilor Procesul se termind dupa epuizarea moleculelor
sensibile in moleculele substratului proteic substratului proteic

. o . . A 9 b
Procesul se desfasoara in ritm descrescator si se Proteoliza ,,una cte una” este o reactie de

termind cu formarea unui produs macromolecular ordinul pseudo-unu [65, 66]
stabil

Proteoliza limitatd a proteinei este determinatd de prezenta in structura sa nativa a
legaturilor peptidice cu sensibilitate crescuta la atacul proteolitic. Un exemplu tipic de proteoliza
limitata este procesingul proteolitic, in care pozitia punctului de scindare in structura primara a

proteinei depinde numai de structura sa tertiara [38].
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Proteoliza ,,una cite una” [67] este determinatd de variabilitatea structurii tertiare a
proteinei, datoritd fluctuatiilor sale termice. Formele denaturate reversibile ale moleculelor
(conformeri) diferd in grade diferite de structura statisticd medie, fixatd in cristalul proteinei.
Amplitudinea modificarilor structurale in unul din acesti conformeri este suficientd pentru a
dezgoli legatura peptidica, care este pusa la dispozitia atacului proteinazei. Dupa clivarea acestei
legaturi, denaturarea conformerului devine ireversibild. Scindarile ulterioare intr-o astfel de
molecula se produc cu o viteza crescatoare, ceea ce duce la degradarea ei exploziva. Astfel, viteza
proteolizei ,,una cate una” este limitata la scindarea primei legaturi peptide in fiecare molecula. De
aceea, la o concentratie a substratului proteic care corespunde partii initiale a curbei Michaelis,
proteoliza ,,una cate una” este o reactie de ordinul pseudo-unu [65, 66].

In timpul proteolizei de tip mixt procesele proteolizei ,,una cate una” si limitata decurg
simultan, independent unul fatd de altul, in cazul cand proteina nativa este capabild de proteoliza
,una cate una”. Capacitatea proteinei native de proteoliza ,una cite una” depinde de
caracteristicile individuale ale structurii sale tertiare.

Proteoliza limitatad este identificatd prin evaluarea vizuald a electroforegramelor proteinei
initiale si a produselor de hidroliza cu masa moleculard mare, disociate cu dodecilsulfat de sodiu,
prin micsorarea masei moleculare a zonelor polipeptidelor initiale si/sau aparitia zonelor noi.

La baza analizei cineticii proteolizei, permitand diferentierea proceselor limitate si ,,una
cate una”, stau datele cantitative privind variatia in timp a masei moleculare a unui produs cu masa
moleculara mare, ce nu disociaza in conditiile reactiei si concentratia de masa a lui in hidrolizat
[65].

Reducerea concentratiei de masa a proteinei P in timpul de reactie ¢ a proteolizei (P’— P)
poate fi determinatd de (Tabelul 1.3): a) scurtarea lanturile polipeptidice a proteinei initiale ca
urmare a proteolizei limitate, adica reducerea masei sale moleculare (M’—M") si/sau b) reducerea
concentratiei molare a proteinei ca rezultat al proteolizei ,,una cite una”cand P! < P’ pentru M’ =
M. La descrierea proteolizei de tip mixt, este convenabil sa se utilizeze valorile relative ale P’ si
M, exprimate in procente din valorile initiale P? si M”. Atunci, la proteoliza limitata, P%'= M%,
adicd dependenta M = f(?) descrie cinetica proteolizei limitate. Dependenta P = f{?) descrie cinetica
proteolizei ,,una cate una”in absenta proteolizei limitate.

In timpul proteolizei de tip mixt, atunci cAnd ambele procese se desfisoari fie simultan,

independent unul fata de altul, fie succesiv, contributia proteolizei limitate la scdderea generala a
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concentratiei de masa a proteinei in hidrolizat (P’ — P') este egala cu M%"~ M%'. De aici rezulta
ca concentratia de masa a proteinei, micsoratd doar ca rezultat al proteolizei ,,una cate una”’este
egald cu
P%"' + (M%" — M%) (1)
Scaderea relativa a masei moleculare M a proteinei oligomere 1n timpul proteolizei limitate
M/M° poate fi calculata pe baza ecuatiei masei moleculare medii a oligomerului
Mn=Yinimi(Yini)! (2)
(unde n; este numarul absolut de monomeri i cu 0 masa m; in compozitia oligomerului). Conform
rezultatelor electroforezei, la fiecare etapa a proteolizei sunt estimate cantitativ masa moleculara

mi a polipeptidei i si continutul ei relativ de masd pi. Deoarece ni= pi/mi, ecuatia (2) ia forma
M =Yipi (i pi/mi)’, 3)

Proteoliza limitata a globulinelor 7S si 11S. Capacitatea globulinelor de rezerva pentru
proteoliza limitatd este determinatd de prezenta in subunitatile lor a regiunilor nestructurate

hidrofile expuse la suprafata oligomerilor, mentionate mai sus (subcapitolul 1.1).

Globulinele 7S. A fost descrisd proteoliza limitatd a doua globuline 7S, care depinde
predominant de caracteristicile individuale ale structurii lor tertiare (Tabelul 1. 4). In timpul
hidrolizei in vivo [11, 12, 68], ca si in cazul atacului tripsinei si proteinazelor cisteinice C2 [69] si
Cpph [11, 70, 71] din semintele germinate de soia si fasole, respectiv, in toate cazurile este aratata
scindarea linkerului interdomenic si de reguld, scindarea regiunii N-terminale, extinse in
subunitatile a si a’ ale globulinei 7S din soia (GLYma) si scurta in alte subunitdti. Bucla Intre -
strendurile £ si F' din partea centrala a B-barrelui domeniului C-terminal, potential sensibila la
proteoliza, este scindatd numai la actiunea tripsinei.

Dupa cum se va ardta mai jos, un interes deosebit prezinta rezultatele studiului proteolizei
limitate a fazeolinei (PHAwvu), globulina 7S din fasole, cu legumaina, proteinaza Asn-specifica
[11, 12]. Faseolina se deosebeste de alte globuline 7S dupa structura primara si tertiara — linker
interdomenic scurt si absenta pB-strandului Z in domeniul C-terminal [29], precum si a buclei EF
scurte in acest domeniu si o bucld alungita intre B-strendurile F' si G in domeniul N-terminal.
Aceste caracteristici, precum si specificitatea de substrat Tngusta a legumainei determina specificul
proteolizei limitate a fazeolinei cu aceasta proteinaza: scindarea legaturilor peptidice care implica

restul Asn 1n pozitia P1 adiacent regiunii B-strandului 4’ din domeniul C-terminal, buclei intre -
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strendurile 4 si B din acelasi domeniu si buclei F'G din domeniul N-terminal (Tabelul 1.4). O serie

de date precoce privind legitatile proteolizei globulinelor 7S publicate inainte de stabilirea

structurii tertiare ale acestor proteine [50], sunt in concordanta cu datele prezentate in tabelul 1.4.
Tabelul 1.4. Pozitia legiaturilor peptidice, scindate in timpul proteolizei limitate, in

structura tertiara a subunitatilor globulinei 7S din soia (GLYma) si din fasole (PHAvu).

ZA'’' ABCDEF GHIJh1l-h3J’h4 Z A’A BCDE FGHIJh1l-h3J’ | Subunitatea | Proteinaza

in vivo [68]
) tripsina [15]
GLYma o' | Cpph[11]
C2[69]
J legumaina [11]
in vivo [68]
¢ v GLYma a Coph [11]

C2 [69]

J legumaina [11]

e
||«

e
e

(_

in vivo [11]

J tripsina [14]

papaina [14]
Cpph [11]
C2 [69]

legumaina [11]

GLYma

tripsina [13]
Cpph[11, 70, 71]
PHAvu C2[69]

J VAN in vivo [12]

J N legumaina [12, 70]

Cle ||| |||«

|||«

Globulinele 11S. In timpul proteolizei limitate B-catenele (domeniile C-terminale)
conservative ale globulinelor 11S raman intacte [2] (Tabelul 1.5). Proteoliza a-catenelor, fara
exceptie, ale tuturor subunitatilor globulinelor 11S incepe cu scindarea regiunii C-terminale
extinse (linkerul interdomenic) si se termind cu scindarea ulterioara a regiunii C-terminale, care in
globulinele 11S native formeaza o-helixurile 417, h2, h3 si B-strendul J'. Scindarea regiunii a-
helixurilor are loc probabil si la proteoliza in vivo a subunitatilor glicininei, globulina 118 din soia

[72]. Clivajul buclei alungite intre B-strendurile £ si F din domeniul N-terminal depinde de
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specificitatea proteinazei [15] si structura primard a globulinei 11S [73, 74], iar la hidroliza

homohexamerului glicininei G4 se observa numai la actiunea prelungita a papainei [15].

Tabelul 1.5. Pozitia legaturilor peptidice, scindate la proteoliza limitata, in structura
tertiara a subunitatilor globulinelor 118 din soia (GLYma G1-GS5), din dovleac Cucurbita
maxima (CUCma), din floarea-soarelui Helianthus annuus (HELan), din ovaz Avena sativa

(AVEsa), din cedru Pinus sibirica (PINsi).

A’ABCDE FGHIJ hl-h3 J’ A’A BCDEFGHI J hl-h3 J’ | Subunitatea | Proteinaza
2 \ GLYma G1
2 \ GLYma G2
) 2 GLYma G3 | papaina [9]
2 2 GLYma G4
1 2 GLYma G5
2 J 2 GLYma G2 | tripsina [15]
) \) ) GLYma G4 | papaina [75]
) 2 CUCma papaina [10]
2 J \2 HELan papaina [73]
2 J 2 AVEsa papaina [69]
) ) PINsi papaina [76]

Nota: Regiunea a-helixuri — B-strendul J’, care este scindata la proteoliza limitata, este ardtatd cu
caractere italice.

Reglarea degradarii masive a globulinelor de rezerva. Procesingul proteolitic al
precursorilor proteici este un exemplu al rolului proteolizei limitate site-specifice in formarea
structurilor proteinelor mature. Rolul functional al procesingului proteolitic este cunoscut (de

exemplu, activarea enzimelor).

Proteoliza limitata site-specifica a globulinelor de rezerva, similara procesingului proteolitic
se observa in timpul germindrii semintelor si in vitro [2]. Mobilizarea rapida a unei regiuni limitate
a moleculei globulinelor de rezerva, sensibila la atacul proteolitic, anticipind degradarea lor masiva
mai lenta, ce decurge 1n paralel, poate fi cel mai simplu exemplu al rolului fiziologic al proteolizei
limitate. Asa cum se aratd mai jos, existd un alt nivel de reglare mai superior al proteolizei

globulinelor de rezerva, stabilit pe baza analizei cineticii a acestui proces.
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Globulinele 7S. Degradarea masiva in vivo a faseolinei este catalizatd prin actiunea
combinatd a doud enzime — proteinaza papaino-similard cu specificitate ingusta Cpph [71] si
legumaina Asn-specifica [12]. In timpul hidrolizei faseolinei in vitro cu preparatele purificate ale
fiecareia dintre aceste enzime se observa exclusiv proteoliza limitata (Tabelul 1.4), care se incheie
cu formarea unui produs macromolecular stabil, insensibil la degradarea prin mecanismul ,,una
cate una” [70, 71]. Numai la actiunea consecutiva in vitro a legumainei si Cpph, asa cum se observa
in vivo, are loc degradarea completa a fazeolinei. Aceste rezultate demonstreaza fara echivoc rolul
de reglare a proteolizei limitate in degradarea masiva a fazeolinei prin mecanismul "una cate una”.
Cu toate acestea, modificarile structurale in timpul proteolizei limitate, care comunica fazeolinei
capacitatea de a degrada profund, raiman neclare.

In timpul hidrolizei p-conglicininei B3 din soia (homotrimerul subunititilor p) papaina
catalizeaza nu numai proteoliza limitata, ci si proteoliza ,,una cate una”[14]. Autorii acestui studiu
au concluzionat ca proteoliza limitata si ,,una cate una”a B-conglicininei au loc in paralel
independent una fata de cealaltd. Intr-adevir, analiza comparativd a accesibilitatii la solvent a
resturilor de aminoacizi din moleculele trimerice native ale globulinei 7S din soia si din fasole
aratd o densitatea relativ scazuta de Impachetare a structurii -conglicininei, care poate determina
sensibilitatea acestei proteine la proteoliza ,,una cate una”[14].

Totusi, aceastd concluzie nu poate fi considerata suficient justificata din punct de vedere
experimental. Autorii au descoperit prezenta formelor A si B 1n preparatul studiat de B-
conglicinind, din care forma A este scindatd complet deja in stadiile initiale ale reactiei. Poate ca
forma A corespunde portiunii denaturate a preparatului initial de f-conglicinind. Prezenta acestei
forme in preparatul de cercetare elimind posibilitatea unei analize cantitative a etapei initiale a
proteolizei formei native B. Cu toate acestea, numai o astfel de analiza poate oferi un raspuns la
intrebarea sensibilitatii (sau insensibilitatii) B-conglicininei native la scindare prin mecanismul
,,una cate una”.

Dupd cum s-a mentionat mai sus, structura fazeolinei este unicd din punct de vedere al
reglarii degradarii sale masive. Toate celelalte globuline 7S investigate sunt capabile de degradare
profunda (adica, de proteoliza ,,una cate una”) sub actiunea unei singure proteinaze. Cu toate

acestea, rolul proteolizei limitate in scindarea lor profunda ramane neclar.

Globulinele 118. in timpul hidrolizei cu papaina, moleculele hetero-hexamerice native ale

globulinelor 118 din soia [9], dovleac [10] si floarea-soarelui [73], precum si homohexamerul G4
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al globulinei 118 din soia [75] sunt insensibile la proteoliza ,,una cate una”. Capacitatea acestor
proteine de a degrada masiv prin mecanismul ,,una cate una”este dobandita numai dupa finalizarea
proteolizei limitate, ceea ce indica rolul sau de reglare.

La proteoliza limitatd a globulinelor 11S cu papaind este scindata regiunea C-terminala
extinsd a a-catenelor, care cuprinde regiunea o-helixurilor si B-strendului J' (Tabelul 1.5). Se
presupune, ca sensibilitatea la proteoliza ,,una cate una”, ca consecinta a proteolizei limitate, este
dobandita 1n rezultatul modificarilor conformationale ale globulinei 118 [9].

In timpul hidrolizei globulinei 11S din ovdz cu papaina, proteoliza limitata si ,,una céte
una”decurg paralel, independent una de cealaltd [2], care este determinatd de caracteristicile
individuale ale structurii acestei proteine (poate densitatea de impachetare relativ scazutd a

moleculei sale).

1.4. Globulinele de rezerva din seminte ca alergeni

Unele globuline de rezerva ca ingrediente naturale ale alimentelor pot duce la dezvoltarea
(IgE) specifici alergenilor. Conform datelor prezentate in SDAP (Structural Database of Allergenic
Proteins) [3], ambele globuline 7S si 11S sunt alergeni.

Alergenicitatea globulinelor 7S. A fost stabilita alergenicitatea unui numar relativ mare de
globuline 7S din semintele utilizate in alimentatie (Tabelul 1.6).

Printre globulinele 7S, cea mai mare alergenicitate manifesta globulina 7S din arahide, Ara
h1 [79]. Ara hl este un alergen amjor, care provoaca o sensibilizare mediatd de IgE pana la 95%
dintre pacienti. Acest alergen este o glicoproteind 7S depozitatd in seminte care cuprinde 12-16%
din continutul total de proteine din extractele de arahide. Concentratia Ara hl in arahide creste
odatd cu marimea nucleului (4-16 mg extras Ara hl/g arahide), astfel incat expresia proteinei este
asociata cu maturitatea arahidelor.

Subunitatile Ara hl apartin globulinelor 7S de tipul convicilinelor, ale caror secvente contin
prelungirea variabila N-terminald in domeniul N-terminal. O parte din aceasta prelungire in molecula
maturd a Ara hl este eliminatd in timpul procesingului proteolitic post-translational [13].

In subunitatea globulinei 7S din arahide, Ara h1, a fost stabilitd prezenta a 21 de epitopi IgE
[77]. Epitopii IgE 1-3 apartin secventei N-terminale eliminatd post-translational. Dintre cei 18
determinanti antigenici (epitopii IgE), identificati iIn molecula matura a Ara hl [77], sase apartin
extensiei N-terminale a (Figura. 1.14), sensibila la proteoliza limitata a globulinelor 7S [70]. Aceasta

arata posibilitatea potentiald de reducere a nivelului de alergenicitate a Ara hl prin proteoliza
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limitata. Nu este exclus, ca este potential sensibila la proteoliza si regiunea extinsa nestructurata b,

unde este identificat inca un epitop IgE al Ara hl (Figura 1.14).

Tabelul 1.6. Subunitatile globulinelor 7S care sunt alergeni (conform SDAP).

Nomenclatura SDAP | Subunitatea | Specia
Arahl1* [77] P43238

Arachis hypogaea
Arahl P43237
Glyma 18536
Glymao’ Q9FZP9 Glycine max
Gly m B3 256427
Lenc 1.0101* [78] 29539109

Lens culinaris
Lenc 1.0102 29539111
Vigr 2.0101 Q198W3

Vigna radiata
Vigr2.0201 BINPNS
Lup an 1.0101 169950562 Lupinus angustifolius
Jugr2 6580762 Juglans regia
Jugn2 31321844 Juglans niger
Corall 19338639 Corylus avellana
Sesi3 13183177 Sesamum indicum
Pis v 3.0101 133711973 Pistacia vera
Anao 1.0101 21914823

Anacardium occidentale
Ana o0 1.0102 21666498

Nota: * — subunitatile globulinelor 7S 1n secventele carora au fost identificati determinantii antigen
(epitopii IgE)

a b
————— ZA’' AhOBCDEFGHIh1h2h3----J’h4--ZA’ AhOBCDEFGHI Jh1h2h3J’ -
10-12 13 14-15 16-20 21

Fig.1.14. Pozitia epitopilor IgE in structura tertiara a subunitatilor
globulinei 7S din arahide, Ara h1 [77]
Linia de sus arata structurile secundare (p-strendurile Z-J' si a-helixurile 20-h4) si regiunile
nestructurate (a, b) in secventele subunitdtilor. Cifrele corespund pozitiei epitopilor IgE 4-21,
identificati In molecula matura Ara h1.

Toti cei patru epitopi IgE, identificati in globulina 7S din linte Lens culinaris, apartin

exclusiv regiunii C-terminale a domeniului C-terminal [78].
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Alergenicitatea globulinelor 11S. In semintele multor plante de cultura, utilizate in
alimentatie, globuline 11S sunt alergeni. Potrivit SDAP (Structural Database of Allergenic

Proteins), globulinele 11S din 12 plante, inclusiv prune, nuci si hrisca, sunt alergeni (Tabelul 1.7).

Tabelul 1.7. Subunitatile globulinelor 11S, care sunt alergeni

(conform datelor prezentate in SDAP).

Nomenclatura SDAP | Subunitatea | Specia
Ara h3* [80] 3703107

Arachis hypogaea
Ara h4 [82] 5712199
Gly m G1* [14] 169973
Gly m G2* [81, 83] 295800
Gly m G3 P11828 Glycine max
Gly m G4 Q7GC77
Gly m G5 QI9SB11
Pru du 6 [84] 258588247
Pru du 6.0101 307159112 Prunus dulcis
Pru du 6.0201 307159114
Cor a9 [85] 18479082 Corylus avellana
Sin a 2.0101 [86] Q2TLWQ Sinapis alba
Cari[87] 158998780 Carya illinoinensis
Jugr4.0101 Q2TPW5 Juglans regia
Sesi6.0101 Q9XHPO

Sesamum indicum
Sesi7.0101 Q9AUD2
Ana o2 [88] 25991543 Anacardium occidentale
Fagel™* [89] 2317674
Fagel 2317670 Fagopyrum esculentum
Fag el 29839419
Pis v 2.0101 110349082
Pis v 2.0201 110349084 Pistacia vera
Pis v 5.0101 171853009
Ber e2 30313867 Bertholletia excelsa
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Cele mai alergene sunt proteinele din arahide, printre care globulina 11S Ara h3 [80]. In
Ara h3, globulina 118 din arahide, au fost identificati patru epitopi IgE [80] (Figura 1.15): primul
epitop in regiunea N-terminald a -barrelui (B-strandul A si a-helixul h0), al doilea si al treilea
epitop, respectiv in regiunea a-helixului h1/h2 si in regiunea adiacenta B-strendului J' si al patrulea
epitop in portiunea hidrofila C-terminala.

Printre globuline 118 din cele 12 specii, a caror alergenicitate a fost stabilitd, cea mai Tnalta
alergenicitate dupa arahide o are glicinina, globulina 11S din soia. Molecula heterohexamera a
glicininei din soia este formata din subunitati de tipul I (G1-G3) si II (G4, G5), care difera dupa
structura primara.

In Gly m G1, globulina 118 din soia, au fost identificati doar doi epitopi IgE, a caror pozitie
se suprapune partial cu pozifia epitopilor 2 si 3 ai globulinei 11S din arahide [14]. Pozitia unuia
din cei trei epitopi IgE ai Gly m G2 [81], globulina 11S din soia, de asemenea, se suprapune partial
cu pozitia epitopului 3 al globulinei 11S din arahide.

Epitopii IgE, identificati in studiile independente ale subunitatilor globulinelor 11S din
arahide, Ara h3 [80] si din soia Gly m G1 [14], si Gly m G2 [81], apartin a-catenelor (Figura 1.15).
O parte dintre dintre acesti epitopi IgE se gasesc in regiunea structurala a o-helixurilor 47 si A2 si
B-strendului J'. Aceasta regiune in globulinele 11S este sensibila la proteoliza (Tabelul 1.3), cea
ce prezintd posibilitatea principald de reducere partiala a alergenicitdtii globulinelor 11S din

arahide si din soia prin proteoliza limitata.

a b c
-Z-A’A-h0-B-C-D-E-E’ ---F’/F-G-H-I-J-hl’'---hl1-h2-h3-J’' ------

-1- ~-2--  -3- -4- Arah3
—-1--  -2- Gly m G1
-1- -2- -3- -4- -5- Gly m G2

Fig. 1.15. Pozitia epitopilor IgE in structurile tertiare ale subunititilor globulinelor 11S din
arahide, Ara h3 [80] si soia Gly m G1 [14] si Gly m G2 [81]
Linia de sus arata structurile secundare (B-strendurile Z-J' si a-helixurile 20-43) si regiunile
nestructurate (a, b, ¢) in secventele subunitatilor. Cifrele corespund pozitiei epitopilor IgE.

Trebuie remarcat faptul, ca o parte din epitopii IgE din Gly m G2 [81] sunt prezenti, de asemenea,
in B-catenele globulinelor 118, insensibile la proteoliza limitatd; in acelasi loc, au fost identificati epitopii

IgE 1n subunitatile Fag el, globulind 118 din hriscd Fagopyrum esculentum [89].
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A fost stabilita alergenicitatea tuturor celor cinci subunitati ale globulinei 11S din arahide
(Tabelul 1.5). Molecula hetero-hexamerica a globulinei 11S din arahide se formeaza printr-o
combinatie aleatorie a noua subunitati conservative (Tabelul 1.8); alergenicitatea a doua dintre ele este
stabilitd (Tabelul 1.7). Este foarte probabil ca epitopii IgE identificati in subunitatea Ara h3 (pdb|3c3v)
sa fie prezenti 1n regiunile omoloage ale secventelor, cel putin, celor mai multe alte subunitati.

Tabelul 1.8. Subunitatile de tipul I-1V, ce difera dupa masa moleculara (kDa),

din molecula heterohexamerica a globulinei 11S din arahide

(conform datelor prezentate in NCBI).

Subunitatea | Tipul off, kDa | o, kDa B, kDa
aam46958 I 59.696 38.835 20.879
aar02860 59.457 38.837 20.638
aad47382 II 58.849 37.929 20.938
abg93402 58.574 37.921 20.671
3c3v 58.485 37.963 20.540
aag01363 58.223 37.638 20.603
abl14270 58.214 37.570 20.662
adq53859 I 56.284 35.614 20.688
aau21492 v 52.513 31.973 20.558

Subunitatile atat ale globulinelor 7S, cat si ale globulinelor 11S sunt foarte conservative,
ceea ce determind legitatile comune ale proteolizei lor limitate. Probabil, proteoliza limitatd poate
fi utilizatd pentru a reduce alergenicitatea nu numai a catorva subunititi ale globulinelor din
arahide si din soia, studiate mai sus, ci si a altor subunitati ale acestor proteine, precum si a
globulinelor de rezerva din semintele altor plante, alergenicitatea carora a fost stabilita. Programul
SDAP ofera capacitatea de a evalua cantitativ probabilitatea prezentei epitopilor IgE, identificati
in globulinele 7S si 11S din arahide si din soia [14, 77, 80, 81], in regiunile omoloage ale
secventelor globulinelor de rezerva din semintele altor plante. Cu toate acestea, astfel de cercetare

nu a fost efectuata.
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1.5. Concluzii la capitolul 1.
Analiza tematica la subiectul tezei ne permite sa facem unele concluzii:

1. Precursorii evolutivi stravechi ai globulinelor de rezerva din seminte pot fi fie oxalat-
decarboxilazele bacteriene OD, fie sferulinele Amoebozoa, inrudite cu globulinele de rezerva dupa
structurile primare, tertiare si cuaternare. Pand in prezent, nu existd un raspuns convingdtor la

aceasta Intrebare.

2. Globulinele de rezerva 7S (vicilinele) si globulinele 11S (leguminele) sunt cele mai
tipice pentru seminte proteine de rezerva, ale caror precursori evolutivi directi sunt proteinele
vicilino- si legumino-similare din plantelor cu spori. Este evident cd structurile primare si
superioare atat ale globulinelor 7S, cat si ale globulinelor 11S reflecta cele mai vechi trasaturi ale

predecesorului lor evolutiv comun. Aceasta problema este inca deschisa.

3. S-a constatat cd degradarea masiva a unor globuline de rezerva din seminte in vitro si
din semintele germinate, care decurge ca o reactie de ordinul pseudo-unu, incepe doar dupa
finalizarea proteolizei limitate site-specifice anterioare. Evident, in timpul proteolizei limitate,
apar modificari structurale ale globulinelor de rezerva, expunand legaturile peptidice mascate in
structura lor nativa. Natura acestor schimbari, care redau globulinelor de rezerva abilitatea de a

degrada profund, nu este descrisa.

4. Rolul proteolizei limitate in initierea degradarii masive a globulinelor 118 este stabilit,
in mod credibil, pentru globulinele din semintele a numai doua plante (soia si dovleac). Rdmane

neclar in ce masura acest rol este caracteristic Intregii familii de globuline 118S.

5. Rolul proteolizei limitate in initierea degradarii masive a globulinelor 7S este stabilit
numai pentru fazeolind. Nu este clar daca un astfel de rol este caracteristic si pentru alte proteine

din familia globulinelor 7S.

6. S-a stabilit alergenicitatea multor globuline de rezerva 7S si 11S din seminte. In
structura unora dintre ele, au fost identificati determinantii antigenici (epitopi IgE). O parte dintre
acesti epitopi IgE apartin regiunilor structurilor globulinelor 7S si 11S, potential sensibile la
proteoliza limitatd. Aceasta aratd principala posibilitate de reducere partiald a nivelului de
alergenicitate a globulinelor de rezerva din seminte prin proteoliza limitata. Cu toate acestea,

cercetari in aceasta directie nu au fost efectuate.
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2. ORIGINEA ST EVOLUTIA STRUCTURILOR
GLOBULINELOR DE REZERVA DIN SEMINTE

Conform rezultatelor analizei evolutive Intreprinse de cele doud echipe de cercetatori de la
universitdtile din Marea Britanie [1,5,46-49] si din Moldova [2, 4, 6], predecesorii evolutivi
stravechi ai globulinelor de rezerva din seminte pot fi fie OD bacteriene, fie germinele vegetale si
precursorii neconditionati ai acestora, sferulinele din Amoebozoa (capitolul 1). Astfel, problema
originii globulinelor de rezerva ramane deschisa. Aceastd problema poate fi solutionata utilizand
o strategie adecvata de cercetare a relatiilor evolutive intre cele trei grupuri de proteine, pentru
care este stabilita relatia dintre structurile primare si cele superioare — globulinele de rezerva, OD
si germinele. Principalele elemente ale unei astfel de strategii, descrise mai sus [6, 89], sunt

completate si dezvoltate in aceasta lucrare.
2.1. Metode si strategia de cercetare

In lucrare au fost utilizate urmitoarele programe:

e BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/) — pentru cdutarea secventelor omoloage de

aminoacizi ale proteinelor;

e Clustal W2 si ulterior Clustal Omega — pentru alinierea (alignment) secventelor lor;

e TREECON [90] — pentru analiza lor evolutiva;

e DeepView/Viewer Swiss-PDB — pentru analiza structurilor tertiare ale proteinelor,
construirea diagramelor panglica si alinierea structurald. Asemanarea structurilor tertiare si
cuaternare a fost evaluata prin rezultatele suprapunerii spatiale a acestora. Au fost acceptate doar
optiunile oferite de program in care atomii C* ai resturilor de aminoacizi sunt suprapusi cu o
abatere standard de cel mult 1,6 A. Numirul resturilor de aminoacizi identici in secventele
subunitétilor aliniate structural si numarul atomilor C* suprapusi spatial in subunitatile individuale
si dimerii acestora au fost luate ca criterii pentru similaritatea structurilor primare, tertiare si
cuaternare a proteinelor oligomere.

e Swiss Model [91, 92] — pentru a construi structurile tertiare si cuaternare model ale

proteinelor studiate.
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Pentru a obtine din punct de vedere statistic o secventa de incredere de formare a clusterelor
pe arborele evolutiv al globulinelor de rezerva, OD si germinelor, am fost ghidati de urmatoarea
strategie.

1. Crearea colectiilor independente de proteine, care formeaza clusterele globulinelor de
rezerva 118 si 7S, OD si germinelor si predecesorilor fie neconditionati sau cei mai probabili ale
fiecareia dintre aceste patru colectii. Utilizarea structurile primare, care corespund celor patru
predecesori, ca secventd-radacind (outgroup sequences) pentru a construi patru arbori evolutivi
independenti. Din setul preliminar vast de sute si chiar mii de secvente, ale fiecarei din cele patru
grupe trebuie sa fie alese numai acelea, ce ocupa pozitia cea mai apropiata de trunchiul principal
al fiecdruia dintre cei patru arbori evolutivi; acest lucru ar trebui sa fie indicat de valorile suficient
de ridicate ale suportului statistic al clusterelor (bootstrap values). Pe de altd parte, in cadrul
fiecaruia dintre cele patru grupuri trebuie sd fie prezentata toatd diversitatea taxonomica a
speciilor, la care apartin proteinelor ce urmeaza sa fie analizate.

2. Segmentul de secvente analizat ar trebui, pe cat posibil, sa fie mai lung. Alinierea
secventelor din setul preliminar vast de proteine ale fiecarei din cele patru grupe (inclusiv, cu
structura tertiard cunoscuta) arata, ca aceasta regiune cuprinde, cel putin, intreaga secventd a
modulului structural B-barrel — a-helixuri (inclusiv domeniile N- si C- terminale ale proteinelor
bidomenice).

3. Conform datelor din literaturd [2, 38, 41, 43] si, de asemenea, in conformitate cu
rezultatele prezentei lucrari, domeniile C-terminale nu numai ale globulinelor 1185, dar si ale
globulinelor 7S sunt cele mai conservative si In cea mai mare masura reflectd cele mai vechi
trasaturi ale proteinelor de rezerva. Prin urmare, este oportun ca pentru analizele evolutive sa se
utilizeze numai secventele domeniilor C-terminale ale globulinelor de rezerva si, respectiv,
domeniile C-terminale omoloage ale proteinelor bidomenice cu alte functii (non-rezerva).

4. n cazul alinierii secventelor proteinelor, selectate in conformitate cu alineatul (1), in
unele dintre acestea sunt detectate insertii scurte individuale. Astfel de insertii nu influenteaza la
formarea arborelui evolutiv in cadrul uneia din cele patru grupuri, fiecare dintre ele este
caracterizat printr-un nivel ridicat de conservatism. Cu toate acestea, la fuzionarea grupurilor
(etapa 5) prezenta acestor insertii duce la formarea unor portiuni inadecvate ale alinierii, care sunt
depistate a) prin nesuprapunerea pozitiei structurilor secundare cunoscute sau prezise ale

proteinelor grupurilor comparate si b) prin valori joase ale suportului statistic al clusterelor. Prin
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urmare insertiile, specifice pentru o singura sau un numar limitat de secvente dintr-un grup, trebuie
sd fie eliminate Tnainte de unirea grupurilor. Aceste insertii pot fi readuse in pozitia initiala a
alinierii celor patru grupuri unite, dupa care pozitia lor poate fi ajustata prin analizarea zonei
limitate corespunzatoare alinierii finale.

5. Unirea grupurilor de globuline de rezerva 118 si 7S si construirea arborelui evolutiv
corespunzator. Formarea unui cluster unificat, care contine toate cele trei clustere initiale —
globulinele de rezerva, OD si germinele, si construirea arborelui fard rddacina corespunzator.
cu secventele din clusterele OD si germinelor. Anume aceastd secventd, ce poartd trasaturile
predecesorului evolutiv atat al OD, cét si al germinelor, ar trebui sa fie folositd in calitate de

radacina pentru construirea arborelui evolutiv care finalizeaza studiul.

2.2. Analiza originii si evolutiei globulinelor de rezerva

Ciile independente ale evolutiei globulinelor de rezerva si germinelor. Strategia
descrisa mai sus, 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 bazd de cautare a alinierii locale)

http://www.ncbi.nih.gov/), s-a format o vasta colectie de secvente de aminoacizi omoloage ale
proteinelor din suprafamilia globulinelor de rezerva din seminte: globulinelor de rezerva propriu-
zise, proteinelor din plantele cu spori si din algele verzi, oxalatdecarboxilazelor bacteriene, precum
si germinelor si sferulinelor si proteinelor inrudite cu ele din plante si din eucariotele inferioare.

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

In arborele fara radacind (Figura 2.1), care uneste colectia selectatd de proteine studiate
(Tabelul 2.1), proteina monodomenica cam64834, calificata ca oxalatdecarboxilaza ipotetica din
actinobacteria Mycobacterium abscessus, aratd o similitudine cu domeniile C-terminale ale OD
bacteriene (Figura 2.2). In acest caz, insd secventa completd cam64834, cu mult peste modulul
structural B-barrel-a-helixuri, este omoloaga sferulinelor monodomenice din Amoebozoa (Figura
2.2). Fara indoiala, secventa acestei proteine, care reflecta trasdturile vechi atat ale oxalat-
decarboxilazelor, cat si ale sferulinelor [6] poate fi folositd in calitate de radacina la construirea

arborelui, care descrie originea si evolutia globulinelor de rezerva din seminte (Figura 2.3).
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ﬁ{ aak15089 Sesamum
98 ern01581 Amborella Viciline
78 caad4873 Picea
0 - ¢aa90652 Zamia
ﬂ: baa06186 Cucurbita
100 em04969 Amborella Vicilinosimilare
81 efj36753 Selaginella
E efj09997 Selaginella
caa91187 Matteuccia
ﬁ: caa57848 Magnolia
1% 100 em18747 Amborella Legumine
100 caad4874 Picea
L ao0sd] Ginkgo
L w0 cj09931 Selaginella Leguminosimilare a
31 efj10701 Selaginella
100 ern17205 Amborella
7 10 T SoTyis) S icea Leguminosimilare b
100[ efj36160 Selaginella
efj 18490 Selaginella
efj19431 Selaginella
4100|:eie22888 Coccomyxa OD - similare
e1e22877 Coccomyxa
7 100 acb94629 Bejjerinckia
65 —: ack49092 Methylocella
L i 100r— a1e72611 Synechoccocus Ob
L—2vqa Synechocystis
cam64834 Mycobacterium ~ €—
97 ﬁ': aac04835 Oryza Germine
72 ern02090 Amborella
Bl L ¢fj08377 Selaginella
2 abl22930 Picen, Germinosimilare
90 bad86501 Physcomitrella
%9 e1e27072 Coccomyxa
88 ¢bn75542 Ectocarpus .
aaa29979 Physarum Sferuline

Fig. 2.1. Arborele fara radacina, care descrie relatia filogenetica dintre clusterele
globulinelor de rezerva, OD si germinelor
Numerele de deasupra ramurilor reflectd suportul statistic al clusterelor (% din 1000 de
replicari). Sdgeata indica proteina OD-similard monodomenicd cam64834 din Mycobacterium
abscessus, care ocupd o pozitie intermediara intre clusterle OD bacteriene bidomenice si
germine/sferuline.
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Tabelul 2.1. Taxonomia organismelor, ale caror proteine sunt folosite pentru a analiza

relatiile evolutive dintre globulinele de rezerva si germine

Codul Specia Taxonul Proteina
aak15089 | Sesamum indicum Eudicotyledons
ern01581 Amborella trichopoda basal Magnoliophyta o
- - - Viciline
caa44873 | Picea glauca Coniferopsida
caa90652 | Zamia furfuracea Cycadophyta
baa06186 | Cucurbita maxima Eudicotyledons
ern04969 | Amborella trichopoda basal Magnoliophyta
efj36753 Selaginella moellendorffii Lycopodiophyta Vicilino-similare
efj09997 Selaginella moellendorffii Lycopodiophyta
caa91187 | Matteuccia struthiopteris Moniliformopses
caa57848 | Magnolia salicifolia Magnoliids
ern18747 Amborella trichopoda basal Magnoliophyta .
- - - Legumine
caa44874 | Picea glauca Coniferopsida
caa90641 Ginkgo biloba Ginkgophyta
efj09931 Selaginella moellendorffii Lycopodiophyta Legumino-
efj10701 Selaginella moellendorffii Lycopodiophyta similare g
ern17205 | Amborella trichopoda basal Magnoliophyta
ade77789 | Picea glauca Coniferopsida
. - . Legumino-
efj36160 Selaginella moellendorffii Lycopodiophyta similare b
efj18490 Selaginella moellendorffii Lycopodiophyta
efj19431 Selaginella moellendorffii Lycopodiophyta
eie22888 Coccomyxa subellipsoidea Chlorophyta o
. . OD-similare
eie22877 Coccomyxa subellipsoidea Chlorophyta
acbh94629 | Beijerinckia indica Proteobacteria
ack49092 | Methylocella silvestris Proteobacteria oD
aie72611 Synechocystis sp. Cyanobacteria
2vqa Synechocystis sp. Cyanobacteria
aac04835 | Oryza sativa Liliopsida )
- - Germine
ern02090 | Amborella trichopoda basal Magnoliophyta
abk22930 | Picea glauca Coniferopsida
efj08377 Selaginella moellendorffii Lycopodiophyta ) o
- Germino-similare
bad86501 | Physcomitrella patens Bryophyta
eie27072 Coccomyxa subellipsoideas Chlorophyta
cbn75542 | Ectocarpus siliculosus Stramenopiles )
Sferuline
aaa29979 | Physarum polycephalum Amoebozoa
cam64834 | Mycobacterium abscessus Actinobacteria OD-similare
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PHYpo 184 ASSFFGLPADVAAVSLNISSIQTVEDLAKYLPHNPATIAMKECMQR
MYCab 192 GASISKLPPDVLSAVFGVP————TETFAKFKKINESVTILRRPQT

ok . ** * Kk . . * ** * e e e . *

Fig. 2.2. Alinierea secventelor de aminoacizi ale sferulinei 2aa29979 din Amoebozoa
Physarum polycephalum (PHYpo) si ale proteinei OD-similare cam64834 din actinobacteria
Mycobacterium abcesus (MY Cab)

Resturile de aminoacizi identice sunt evidentiate cu bold. Structurile secundare ale sferulinei au
fost obtinute in lucrarea de fata prin modelarea omoloaga a structurii sale tertiare (in calitate de
sablon germina pdb|1fi2 din Hordeum vulgare).

Asa cum s-a presupus anterior [6], globulinele de rezerva si germinele formeazd doua
ramuri evolutive independente, provenind din proteina OD-similard monodomenica cam64834 din
actinobacteria Mycobacterium abcessus (Figura 2.3). Evolutia germinelor s-a dezvoltat dupa
scenariul divergent clasic (Bacteria, Amoebozoa, Stramenopiles, Chlorophyta, Bryophyta,
Lycopodiophyta, Pinophyta, Magnoliophyta).

Dimpotriva, pe ramura evolutiva a globulinelor de rezerva, lipsesc proteinele bidomenice
din eucariotele inferioare ca intermediari Intre proteinele OD bacteriene si proteinele OD-similare
din alga verde Coccomyxa subellipsoidea. Sunt posibile doua cai ale evolutiei globulinelor de
rezerva, care explicd acest fenomen.

Ipoteza 1. S-a demonstrat, cd multe mii de gene au fost transferate din genomul
endosimbiontului cianobacterial In genomul nuclear al plantelor [93-95]. Existenta genelor algei
verzi Coccomyxa subellipsoidea, care codifica proteinele OD-similare poate fi considerata ca o
ilustrare selectatd cu succes a implicarii endosimbiozelor in evolutia globulinelor de rezerva din

seminte.

53



aak 15089 Sesamum

ern01581 Amborella N

caad4873 Picea Viciline

caa90652 Zamia

baa06186 Cucurbita

ern04969 Amborella N L.

efj36753 Selaginella Vicilino-similare
E efj09997 Selaginella

caa91187 Matteuccia

caa57848 Magnolia
ernl18747 Amborella
caad4874 Picea
caa90641 Ginkgo
efj09931 Selaginella
efj10701 Selaginella
ernl17205 Amborella
ade77789 Picea
efj36160 Selaginella
efj 18490 Selaginella
L efj19431 Selaginella

Legumine

C

66

8] Legumino-similare a

Leguminosimilare b

s
o

ﬁ: e1e22888 Coccomyxa OD-simil
57| 122877 Coccomyxa ~simiiare
” i: acb94629 Beijerinckia oD feobacier]
100 ack49092 Methylocella PrataoRactom
100 aie72611 Synechoccocus ] .
. OD cianobacterii

100 aac04835 Oryza -
03 ern02090 Amborella Germine
84 abk22930 Picea
100
E efj08377 Selaginella Germinosimilare

bad86501 Physcomitrella
e1e27072 Coccomyxa

cbn75542 Ectocarpus .
66: 22229979 Physarum Sferuline

cam64834 Mycobacterium QD actinobacterii

Fig. 2.3. Caile independente ale evolutiei globulinelor de rezerva din seminte si a
germinelor [96]

Regiunile secventelor, utilizate pentru analizd (Tabelul 2.1), corespund domeniilor C-terminale
ale proteinelor bidomenice si domeniului germinelor/sferulinelor (172 de pozitii ale alinierii
multiple, care cuprind modulul structural B-barrel — a-helixuri). Numerele de deasupra ramurilor
reflectd suportul statistic al clusterelor (% din 1000 de replicari). Linia punctata separa clusterele
proteinelor monodomenice si bidomecice. Ca radédcina, a fost utilizatd secventa proteinei OD-
similare monodomenice cam64834 din Mycobacterium abscessus.
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Ipoteza 2. Proteinele OD-similare bidomenice din alga verde Coccomyxa subellipsoidea
sunt direct mostenite de la OD bacteriene bidomenice [46], posibil, cu participarea mecanismului
transferului orizontal de gene. In acest context, evidentiem relatia apropiata care am descoperit-o
intre proteinele OD-similare bidomenice din Metazoa si OD bacteriene, in absenta unor legéturi
evolutive intermediare cunoscute intre ele (datele nu sunt prezentate).

Analiza relatiilor filogenetice intre OD cianobacteriene si un grup de OD proteobacteriene
inrudite, care formeazd un cluster comun (Figura 2.3), nu a permis de a alege intre ipotezele
alternative descrise [6].

Cu toate acestea, urmatoarele observatii sustin ipoteza 2. OD a fost gésita printre proteinele
a numai doud genuri de cianobacterii (Synechocystis si Synechococcus) si numai In cinci
(RCC6301, RCC6312, RCC6714, RCC6803 si RCC7942) din 54 de genomuri de cianobacterii
[97]. Astfel, genele care codificda OD nu sunt caracteristice pentru cianobacterii. Poate ca genele
proteinelor OD-similare au aparut intr-un numar limitat de genomuri de cianobacterii relativ
recent, cu participarea mecanismului transferului orizontal de gene.

Urmitoarea informatie detaliazi calea evolutiva a globulinelor de rezerva din seminte. In
genomul Selaginella moellendorffii (strutisor) si Amborella trichopoda (grupul bazal
Magnoliophyta), existd gene, care codifica toate cele cinci tipuri de proteine omoloage cu vicilina
si legumina: proteinele vicilinosimilare, proteinele leguminosimilare din grupul a si b, germinele
si proteinele germinosimilare (Figura 2.3).

Proteinele din Selaginella moellendorffii (vicilino-similare si legumino-similare din grupul
b) sunt precursorii nu doar ai globulinelor de rezerva din seminte, dar, si a doud mari familii
conservative de proteine vicilino-similare si legumino-similare din spermatofite, cu alte functii
(functii non-rezervad) (Figura 2.3). Cu exceptii rare [4, 43], functiile acestor proteine rdman
necunoscute.

Proteina vicilino-similara caa91187 este sintetizata in mod special in sporii de maturare ai
ferigii Matteuccia struthiopteris [98]. S-a aratat ca mecanismele de reglare a expresiei genei sale
si a genelor globulinelor de rezerva din seminte sunt similare [99]. Probabil, proteina vicilino-
similara din feriga Matteuccia struthiopteris este o proteind de rezerva primitiva [100]. Poate ca,
proteinele vicilino-similare si legumino-similare din grupul a din strutisor Selaginella
moellendorffii, care formeaza un cluster comun cu leguminele, sunt proteine de rezerva primitive
(Figura 2.3).

Subunitatile globulinelor de rezerva si OD sunt combinate in trimeri, formati in rezultatul
interactiunilor dintre domeniile N- si C-terminale ale subunitétilor adiacente in trimeri. Pe

parcursul evolutiei leguminelor s-a format un site-procesing Asn-specific interdomenic, al carui
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clivaj post-translational duce la formarea a- si B-catenelor ale subunitatilor (respectiv, domeniile

N- si C-terminale).

Proteinele legumino-similare din alga verde Klebsormidium nitens. Pana de curand, era
neclar, daca genele, care codificd nu numai proteinele OD-similare din alga verde Coccomyxa
subellipsoidea, dar si proteinele legumino- si vicilinosimilare, sunt caracteristice genomurilor altor
alge verzi. Abia la sfarsitul lunii mai 2017 a fost raportata informatia despre genomul algei verzi
Klebsormidium nitens. Printre proteinele ipotetice ale acestei alge BLAST cautarea dezvaluie cel
putin patru secvente de aminoacizi conservative ale proteinelor bidomenice (gaq91246, gaq85384,
2aq84499 si gaq84498), omoloage leguminelor din seminte (Figura 2.4) si, prin urmare,

proteinelor leguminosimilare din strutisor Selaginella moellendorffii.

A’ A ho B C D
9aq91246 16 AGVCCGMD-LVPRGPTEILKTEGGCIKQWEPDSALGHYAAAGAVEVTLEPQGVLLPRYMNTPSLLYV
3gac 10 gGNECQIDRLTALEPTNRIQAERGLTEVWDSNEQEFRCAGVSVIRRTIEPHGLLLPSFTSAPELIYI

* oo *. L R L A A L A
E F G
gag91246 82 VEGSAMARLVTSLGPS-—-—-—=-—=--=-—=-—=-———-———-—————————— NLHRLHQGDVVAVP
3gac 77 EQGNGITGMMIPGCPETYesgsqqfqggederireqgsrkfgmrgdrfQDOHQKIRHLREGDIFAMP
. % .. .. * e ek okke koek
P . a PR P
H I J
gaq91246 112 EGFVLGVHNDGQDKFRALGVADLSNTRGKGAMN-ASIFFLFGN-----=---------- REDETLAP
3qac 145 AGVSHWAYNNGDQPLVAVILIDTANHANQLDKNFPTRFYLAGKPQQEHSgehgfsresrrgerNTGN
* ok ekoew o k. o kK ek . * o kek ko *
. LiXrxron Ko : .t LN : b
hl h2 h3 J’
gag91246 162 VINGFSKDVLAAAWNVDEATVEKLLTSQKGAGIIK-VEKKESARAPA-——---====-—=—--—--
3gac 211 IEBGFETRLLAESFGVSEEIAQKLQAEQDDRGNIVRVQEgthikppsraweerqusrgsrylpni
HE I O T S S O Lox c
Z A’ A ho B C
gaq91246 208 EPEPNTFFGDEFSFNLEHT--QAEVVTRGGSLNFVTKFKLPILETIGLSAAHTKLKPDALFAPTWSAN
3gac 277 gvEETICSARLAVNVDDPSKADVYTPEAGRLTTVNSFNLPILRHLRLSAAKGVLYRNAMMAPHYNLN
*o Loriurn, R T P L A
D E F G H I J
gag91246 273 AHHIVYFTRGKGRIQVAGPGGKTVLDRAVGEGDLVVIPKHFPAAKLAARAAPLEWVDVMTSPAPLSE
3gac 304 AHNIMYCVRGRGRIQIVNDQGQSVFDEELSRGQLVVVPQONFAIVKQAF-EDGFEWVSFKTSENAMFQ
**:*:* ‘**:****:‘. *::*:*' :“*:***:*::* ‘* * :***" * %
hl h2 h3 J’
gag91246 340 FLAGANSVYKAFPFDVLVAGFNVDPEVEKKVLHARAHEAMILTRP
3gac 410 SLAGRTSAIRSLPIDVVSNIYQISREEAFGLKFNRPETTLFRSSG

* % % * ce ek e kKo o . * . *

Fig. 2.4. Alinierea secventelor de aminoacizi ale proteinei gaq91246 din Klebsormidium
nitens si globulinei 11S pdb|3qac din Amaranthus hypochondriacus
Aici si In continuare structura pdb|3qac este utilizatd ca matritd pentru modelarea structurii tertiare
si cuaternare a proteinei gaq91246. Pozitia structurilor secundare (B-strendurile Z-J' si a-helixurile
h0-h3) este indicatd prin subliniere. Insertiile extinse a, b si ¢, specifice secventelor globulinelor
11S [102], in proteina legumino-similara din alga verde Klebsormidium nitens sunt absente.
Ségeata indica hotarul dintre a- si B-catenele (domeniile N- si C-terminale) globulinei 11S.
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In structura tertiard model a subunitatii proteinei gaq91246 din alga verde Klebsormidium
nitens existd doud domenii care formeaza aproape toate structurile secundare caracteristice
subunitatilor leguminelor (Figura 2.4 si 2.5). La fel, ca si In cazul proteinelor legumino-similare
din strutisor Selaginella moellendorffii, iIn secventa domeniului N-terminal din alga verde
Klebsormidium nitens lipsesc insertiile extinse a (intre B-strendurile £ si F) si b (intre B-barrel si
a-helixuri); linkerul interdomenic c relativ scurt, asa cum este tipic pentru proteina OD-similara

din alga verde Coccomyxa subellipsoidea si OD bacteriana 2vqa (Figura 1.10).

Fig. 2.5. Diagramele panglica ale structurilor tertiare ale domenilor C-terminale ale proteinei
22q91246 din alga verde Klebsormidium nitens (a, model) si globulinei 11S pdb|3qac din
amarant Amaranthus hypochondriacus (b), suprapuse spatial, dar prezentate separat.

In structura cuaternara model a proteinei gaq91246 din alga verde Klebsormidium nitens,
subunitatile sale (a, b, c), in acelasi mod ca si in globulinele 11S din seminte si In OD bacteriene

[96], sunt combinate in trimerii abc prin interactiunile intre regiunile C-terminale ale domeniilor
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N-terminale si C-terminale ale fiecareia dintre cele trei perechi de subunitati adiacente in trimeri

(Figura 2.6).

Fig. 2.6. Structura cuaternara model a proteinei legumino-similara gaq91246

din alga verde Klebsormidium nitens
a, b ,c — subunitatile proteinei; N si C — domeniul N- si C- terminal, respectiv.

Intr-o BLAST cautare pe scara larga, folosind in calitate de sabloane secventele nu doar a
globulinelor 7S din seminte, dar si a proteinelor vicilino-similare din plantele cu spori, nu s-au
depistat proteinele vicilino-similare in alga verde Klebsormidium nitens. Aceasta indica
antichitatea relativa a structurilor primare ale globulinelor 11S comparativ cu globulinele 7S.
Aceeasi concluzie a fost trasatd si de rezultatele suprapuneri structurii tertiare a OD bacteriene
pdb|2vqa si a tuturor structurilor cristaline cunoscute ale globulinelor 7S si 11S [96].

Rezultatele de mai sus ale suprapunerii structurilor primare si superioare ale globulinei de
reazerva 11S pdb|3qac din amarant Amaranthus hypochondriacus si proteinei gaq91246 din alga
verde Klebsormidium nitens (Figura 2.5 si 2.6) permit sa presupunem, cd proteinele legumino-
similare ale acestei alge verzi reflecta trasaturile specifice predecesorului stravechi al globulinelor

118S.
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Pentru a verifica aceasta ipoteza, colectia de secvente conservative domeniilor C-terminale
ale globulinelor de rezerva din seminte, ale proteinelor legumino- si vicilino-similare din plantele
cu spori, ale proteinelor OD-similare din algele verzi Coccomyxa subellipsoidea si OD bacteriene
[96] a fost completatd cu secventele proteinelor legumino-similare gaq91246 si gaq85384 din
algele verzi Klebsormidium nitens [101]. La alinierea multipla a secventelor de aminoacizi ale
domeniilor C-terminale ale proteinelor din aceastd colectie s-au depistat numeroase pozitii
conservative, care contin resturi de aminoacizi identice (Figura 2.7). Pe baza alinierii multiple a
colectiei imbogatite, a fost analizata calea evolutiva a globulinelor de rezerva 7S si 118, utilizand
(ca mai Tnainte [96]) ca rddacina secventa OD monodomenica din actinobacteria Mycobacterium

abscessus (Figura 2.8).

aakl5089 INIYQORPT-HSNQYGOLHEVDASQYROLRDLDLTVSLANITOGAMTAPHYNSKATKIALVVDGEGY
ern01581 FNLFSRRPR-ISNDHGELYELDETEYSPLREFDIAISFANISRGSLEVPFYNSRATEIYVILEGRAR
caa90652 FNLLYRNPD-FSNNNGEIFTADAADHRVLRRLNVGVQLLNLKPRSMTAPHYDTRSTRIGIVRNGRGI
caad44873 FNLRNQKPD-FENENGRFTIAGPKNYPFLDALDVSVGLADLNPGSMTAPSLNSKSTSIGIVTNGEGR
caa91187 YNLFKEKAD-FGNDYGSTTTIHGKDFKLLKALNKGVFLVRLKAGAVLAPHWNPRATEIALVTKGEGE
efij36753 FNLFKKKPD-FENDNGRAITVDGRQYAPLRNASVGVFGVSLKPAATILAPHWNPRAAEIALVTKGOGV
efj099557 FNLLKKAPD-FKNENGWTIAVHGAEFSPLKEADVGVFAVSLKPGAMLAPHWNPRAAEVAFITKGNGR
caa57848 YMDNPREADIYSROAGRLNSVNMNKLPILRMLGMSSEKGYLYQONAIFSPHWTINAHNIFYVTRGEAR
ernl8747 NIDNPRRADIYSROAGHIQIVNROTLPILSILDMSIEKGHLHPNALYAPHWT INAHTIVLITRGEGN
caa%0641 NADDSEDADVYVRNGGRLNTVNRLKLPALRSLRLGAERGILOPNAMFAPSW-LNAHAVMYVTRGOGR
caad44874 NADNPEDADVYVRDGGRLNRVNRFKLPVLKYLRLGAERVVLHPRASCVPSWRMNAHGIMYVTRGEGR
0701 YRLGDSQPDVYVPRGGELRQLNSMEKMPILKELGLSAACYQLKSGALTAPAWAHNAHKVIYVNEGRGR
9931 YRWSHLOPDVRVRDAGELRLLNSFKLPILKKLNMGAAYLKMEAGALTAPGWIQONAHKVMYVERGDGR
gag85384 FNLEETPPD-IVNKGGSYKAVTVSRLPSLEKVDISAAYATLKPDAIFAPSRYFPAHRVTYFTRGKGR
gag91246 FNLEHTQAE-VVTRGGSLNFVTKFKLPILETIGLSAAHTKLKPDALFAPTWSANAHHIVYFTRGKGR
22877 FQVSESIPL-IDAAGGWVREASTELFPIASDMSG--AVIRFAPGGLROQIHWHPSLSEWQFVINGTLR
22888 FOLAQVIPE-VNTAGGFISIAQVTNFPVSTEMSG--ALVRFAPGALRQLHWHPGHAEWQYVINGSLT
ackq49052 FPLGDQTPV-FQOSAGGAVRIADSENFPA-TTMAA--ALVEIAPGGMRELHWHPLSDEWQYYISGTAQ
acb94629% FALMDOTPI-KT-RSGTVRIADVNNFKASTNMSA--ALVEVEPGGMRELHWHPNSDEWQYYISGSGR
aie72611 HNLLGQOPL-VSVGGNELRLASAKEFPGSFNMAG--GLIHLEPGAMRRLHWHPNADEWQYVLDGEMD
2vga HNLLGQOPL-VSLGGNELRLASAKEFPGSFNMTG--ALIHLEPGAMROLHWHPNADEWQYVLDGEMD

cam&4834 FHLGALAPQ--TFDGGDLROAHEGNFPILTGOOASVVMVTLOPGGIREPHWHPSAWEINVITSGVAT
Z A A B c D

Fig. 2.7. Alinierea secventelor de aminoacizi, utilizata pentru construirea arborelui evolutiv
al superfamiliei de proteine de rezerva (partea initiala)
Linia de jos indica pozitia structurilor secundare. Resturile de aminoacizi, care sunt identice cel
putin in jumatate din structurile primare date ale globulinelor de rezerva si ale precursorilor lor,
sunt evidentiate cu bold.
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aakl5089
ern01581
caa’0652
caad4873
caad91187

e£136753
e£109997

caa57848
ernl8747
caad0e641l
caad4874

FEMACPHSYQRVASRLTRGTVVIIPAGHPFVAVASSNONLOVLCFEVNANNNEKF PLAGRRNVMNQL
IEMACPHSYHKIRSDLNPEDLFVAPPSHPIAIRASQEENLQIICFEINARRNRKY FLAGKNSILNQI
LELVRPQQYQKLRANLNPGTVFLTRFGYPSTVIASGNEALQILYLDNYSQGSRRQFLAGRSNVLRYL
IEMACPHGYQRVWAKLRTGSVYIVPAGHPITEIASTNSRLQILWFDLNTRGNERQFLAGKNNVLNTL
TQIVYPNGSAAATQRVSEGSVFFVPONFPMCQIASQSGSFEFMGFTTSSRPNRPQFLAGSNSVLKGI

FQISFPNGTSALNKSVKEGTIVFVPRYFPMSQIASREGALEFVGF STSAAPNNPQFLCGASSVLKAL
IQVSYPNGTNALDKELDESKVVFVPRYFPMCQIASRNGDFEFVGFSTSSRRNRPQFLAGSNSVFKAF

VQVVGHNGQTVLDDTVREGDLVVFPQYFAVMKRA-GNNGFEWVSFKTSASPMRS -PLAGSTSTIKGM
IQVIGTNGRKVMDDRVHEGDVEFVIPQYFTAMSKA-GNEGLEWVAIKTSDLPMKS-PILGHASAIKGI
IQIVONEGRRVFDGAVKEGQFLVIPQLHAIAKQA-GKDGLEWISFTTSDSPIRS-TLTGRNSVLKAM
IEVVGDEGRSVFDGRVREGQFIVIPQFYAVIKQA-GDEGFEWITFTTSDISFQS-FLAGRQSVLKAM

ef110701
e£109931

gags85384
gaq9124¢6

IEVVRENGEQAVEADMDEGSLLVVPANYPSAKLA-GNEGLDFAVIYKTHLPIES-YLAGRNSVYKGV
VQVARDSGEQALDEPVQEGSLVIVPANHPSAKLA-GKQGLNYYSIFTNDQPIES-YMAGRNSVYRGI

IQVARPGGTNALDQEVSAGQLVVIPKNFPFITMAARDSPLEWVDLYMACSSLCFCFVAGNDSVYKAL
IQVAGPGGKTVLDRAVGEGDLVVIPKHF PAAKLAARAAPLEWVDVMTSPAPLSF-FLAGANSVYKAF

ele22877
eile22888

ack49092

VGVFLEPGVF-EEAVLGAGDVGYAPKGSGHWLONPSETEDAYILIFDDGPF-~---TSIELPWVLGNV
AGVFMKPGEY-EDGFLGPGDAGYAPKGSAHWLLNASNDTDAYVLIFDDGTF----TNIDLPWFIGNV

MGIFHGEGRN-NTVEFHPSDVGYVPQSIGHYVKNIGKDTLRFLEVFTSAKY ----ADISLASWMNNV

acb94629 MTVFANEGRA-NTFDFSPSDVGYVPRSTGHYILNTGKDTLRFLEVETTGQY----SDISLTSWMANT
ale72611 LTVFASEGKA-SVSRLQQGDVGYVPKGYGHALRNGSQKPVDILVVENDGDY----QSIDLNSWITSN
2vqa LTVFASEGKA-SVSRLOQGDVGYVPKGYGHAIRNSSQKPLDIVVVENDGDY ----QSIDLSTHWLASN
cam64834 WTLLDPMGHS-ETFDAHVGDVVFAPQGSLHYFENKGPDDLKLLIVENASTAEGK-DDIGIGASISKL
E F G H I J hl

aakl508% EREARELAFGMPAREVEEVSREQOEEFFFEG Sesamum

ern1581 ERAAKEVEFNVESEEAEEVLEAQSDSVEVVG Amborells

caa%0652 PREIKRLVFPSSAEEIEATLEADEDEVLLNE Zamis Viciline

caaddf?3 EREIRQLEFNVPGEEIEEVLOAQKDOVILRY Fices

caa%l1147 EAEVLASSFNIPVEHLOHFLHLOPEAVILEG Matteucia

&f436753 DEETLSTAFAAPPEKLEDFLOWOKDAVILAG Selaginella  Vicilinosimilare

ef{05%9%7 SKDIMSKTFNVDAKRLEAVLDNQRDAVILEG Selfginella (stutisor)

caaSii48 PLEVLTHAYQVESYREAQHNLEFNEEHOLMFFF Magholia

ernlf747 PIEVLENAYKITTQEARDIKLNEKDQYMLLE Amborella L .

caa%0641 POEVVMMAYRINGKDARDLEENREEHETITLS Sinkgo egumine

caadd4f74 PEEVLSAAYRMORTEVRDIMENEERDTLILE Ficeas

ef10701 PREVMESSALOIDEQLOQEKLEDRRAEERYIFE Selaginella LEQQ”“nDEH“HEHE

ef109931 PROVLSSAFQIDEKTQOQLEDARSEDAYIFF Selaginella  (strufisor)

gaqg85384 PFOWLVTGFNADPEIEKVVLEARTDDAFIST Klebsormidium Leguminosimilare

gag%1246 PFOVLVAGPNVDPEVEKEVLHARAHERMILT Flebsormidium (algele verzi)

2ie?2877 PYOVSATTLHNSTLAFAQS---ISYSQFSMAG Coccomyxs OD-similare

eie22i88 DPEITAASLNTSVAFAKA---INYAVETMVE Coccomyxs (akgele verzi)

ackd4%0%2 PHELVSAHLNIDVDTLREE---MAQSKTEVVE Methylocella

ach%d 2% PHELVAAHLMNMDVEQLEQ-—-LAQNETEVVE Beld :|‘ erinckia oD {baﬂten | }

alel261]l PHESVLGNTFOISPOQLTOQO---LEVEDNIFSFE Synechococcus

2vaga PEEVLGHNTFQISPELTEE-—-LEVQDTIFSL Synecheystis

camEd834 PEOWLSAVFGVPTETFAKFEEINESVTILER Mycobacterium OD (actinobacteril)

ha h3 J

Fig. 2.7. Alinierea secventelor de aminoacizi ale superfamiliei de proteine de rezerva,
utilizate pentru construirea arborelui evolutiv, prezentat in Figura 2.8 (pozitiile finale).
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Asa cum era de asteptat, proteinele legumino-similare din alga verde Klebsormidium nitens
si leguminele formeaza un cluster comun pe arborele evolutiv al globulinelor de rezerva (Figura
2.8). Prin urmare, proteinele legumino-similare din algele verzi Klebsormidium nitens reflecta
trasaturile caracteristicile celui mai vechi precursor specific al proteinelor legumino-similare din

strutisor si al leguminelor din seminte [101].

aak15089 Sesamum

100 ern01581 Amborella
5 caa90652 Zamia
92 :caa44873 Picea
100 caa91187 Matteucia
efj36753 Selaginella
83 ¢fj09997 Selaginella

caa57848 Magnolia
ern 18747 Amborella

97
3 Viciline
100
]E 03390641 Glnkgo
caa44874 Picea

Vicilino-similare
(plantele sporofite)

100

Legumine
73

100

efj10701 Selaginella

Legumino-similare

100 efj09931 Selaginella (strutigor)
2aq85384 Klebsormidium Legumino-similare
gaq91246 Klebsormidium (a'ge'e Verzi)
ﬂ‘:eie22877 Coccomyxa OD-similare
87 eie22888 Coccomyxa (algele verzi)
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Fig. 2.8. Calea evolutiva a globulinelor de rezerva din seminte
Regiunile secventelor de aminoacizi, utilizate pentru analizd, corespund domeniilor C-terminale
(165 pozitii ale alinierii multiple, Fig.3.7a-c) ale proteinelor care reprezinta calea directa a
evolutiei globulinelor de rezerva de la OD monodomenica cam64834 din actinobacteria
Mycobacterium abscessus, folosita ca radacina. Numerele de deasupra ramurilor reflecta
suportul statistic al clusterelor (% din 1000 de replicari).
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2.3. Succesiunea formarii structurilor globulinelor 7S si 11S

Precursorul evolutiv direct al globulinelor de rezerva este proteina legumino-similara din
alga verde Klebsormidium nitens (Figura 2.8). Asa cum am mentionat mai sus, BLAST cautarea
nu detecteaza In genomul algei verzi Klebsormidium nitens gene, care codifica in mod specific
proteinele vicilino-similare. Astfel, Tn conformitate cu informatiile disponibile pand in prezent,
divergenta in timpul evolutiei globulinelor de rezerva in clustere independente de legumine si
viciline a avut loc la nivelul plantelor cu spori. Structura unui precursor comun al leguminelor si
vicilinelor, probabil este reflectatd de proteina efj19431 din strutisor, care ocupd o pozitie
intermediara intre proteina OD-similara din alga verde si clusterele leguminelor si vicilinelor n
timpul analizei evolutive a sumei secventelor domeniilor N- si C-terminale ale proteinelor
bidomenice [2]. In acest caz, cea mai mare parte a secventei domeniului C-terminal al acestei
proteine este veridic legumino-similara [2]. Mai mult decat atat, este legumino-similara si cea mai
mare parte a secventei din domeniul C-terminal al proteinei vicilino-similare caa91187 din feriga
[4, 98]. Totalitatea acestor observatii permit de a presupune ca, In comparatie cu vicilinele,
structurile primare (precum si cele superioare) ale leguminelor reflecta trasaturi mai vechi.

In conformitate cu rezultatele analizei evolutive (Figura 2.8), precursorul comun al
leguminelor si vicilinelor, cu structura tertiard si cuaternard cunoscutd, este OD bacteriana 2vqa.
Prin urmare, structura OD 2vqga poate fi folositd ca radacind pentru a stabili nivelul relativ de
antichitate a structurilor primare si superioare ale leguminelor si vicilinelor. Conform rezultatelor
suprapunerii spatiale a structurilor tertiare ale subunitatilor, leguminele sunt mult mai aproape de
OD 2vqa, decat vicilinele (Figura 2.9, coloanele albe). Antichitatea relativa nu numai a structurilor
tertiare, ci si a structurilor primare ale leguminelor este relevata de rezultatele alinierii structurale
a secventelor de aminoacizi ale subunitatilor OD 2vqa si subunitatilor globulinelor de rezerva
(Figura 2.9, coloanele negre).

La suprapunerea spatiald a structurilor trimerilor OD 2vqa si globulinelor de rezerva coincid
in mod satisfacator (RMSD > 1.6 A) dupi pozitia atomilor C* numai doud (A si B) din trei subunititi.
Relatiile dintre structurile OD 2vqa, leguminei 3fz3 si vicilinei luik sunt ilustrate de rezultatele,
prezentate In Figura 2.10, prin suprapunerea spatiald a dimerilor lor in componenta trimerului.
Legumina si OD sunt similare la nivelul structurilor tertiare ale domeniilor N- si C-terminale, ale

subunitatilor si dimerilor acestora, in timp ce asemanarea structurala dintre OD si
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viciline se observa aproape exclusiv la nivelul domeniilor C-terminale. Aceste informatii sunt in

concordantd cu rezultatele compararii structurile primare ale OD si vicilinelor (Figura 2.9).

Nsp Nip
2804 - 70
260 [ | 65
240 60
220 55
200- 50
180 | 45
160+ 40
140 [ 35

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Fig. 2.9. Compararea structurilor tertiare (coloane albe) si primare (coloane negre) ale
subunitaitilor globulinelor de rezerva si a OD 2vqa din cianobacterii Synechocystis sp.
Nsp — numarul atomilor C* ale resturilor de aminoacizi, care coincid dupa pozitie la
suprapunerea spatiald (RMSD de la 1,3 pana la 1,6 A) a structurilor tertiare ale subunitatilor.
Nip — numarul de resturi de aminoacizi identice 1n secventele structurate ale subunitatilor.
Legumine — 1fxz (1) si 3d5h (5) Glycine max; 3ksc (2) Pisum sativum; 2e9q (3) Cucurbita
maxima; 31z3 (4) Prunus dulcis; 3qac (6) Amaranthus hypochondriacus; 3¢3v (7) Arachis
hypogaea; 3kg (8) Brassica napus. Viciline — 4lej (9) Pinus koraiensis; 2¢v6 (10) Vigna radiata,
lipk (11) si luik (13) Glycine max; 2cau (12) Canavalia ensiformis; 2phl (14) Phaseolus
vulgaris; 3smh (15) Arachis hypogaea

Rezultatele prezentate mai sus indicd antichitatea relativa a structurilor primare, tertiare si
cuaternare ale leguminelor, n timp ce trasaturile antice ale vicilinelor s-au pastrat predominant la

nivelul structurilor primare si tertiare ale domeniilor lor C-terminale.
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Fig. 2.10. Diagramele panglica ale structurilor subunitatilor A si B in componenta
trimeriilor OD 2vqa din cianobacterii Synechocystis sp. (a), leguminei 3fz3 Prunus dulcis
(b) si vicilinei 1uik Glycine max (c), suprapunerea spatiala, dar prezentate separat
Pentru claritate, structurile subunitatilor A si B, prezentate in figurd, sunt extinse orizontal.
N si C — respectiv, domeniile N- si C-terminale. Portiunile Intunecate ale diagramelor
corespund atomilor C% care nu coincid in pozitie in structurile combinate
ale OD/legumine (a, b) si OD/viciline (c).

2.4. Controlul degradarii globulinelor de rezerva in semintele germinative

O diferenta semnificativa intre proteinele legumino- si vicilinosimilare din Selaginella
moellendorffii si globulinele de rezerva din spermatofite este aparitia n ultimele a regiunilor
nestructurate extinse in structura domeniilor [2]: buclei intre B-strendurile £ si F' si intre B-barrel
si o-helixuri In domeniul N-terminal al leguminelor; buclei EF in domeniul C-terminal al

vicilinelor. Aceste bucle, precum si extensia N-terminald in vicilinele de tipul convicilinelor si
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linkerul alungit intre domeniile leguminei si vicilinei formeaza straturile de suprafatd hidrofile n
structura globulinelor de rezerva [7, 29], care sunt sensibile la atacul proteolitic [15, 102, 103]. Un
in ele a resturilor de aminoacizi cu accesibilitate crescuta la solvent [2, 11].

Degradarea proteolitica a globulinelor de rezerva in vitro si in semintele germinative are
loc in doud etape [2]. In prima etapa se observa proteoliza limitata, fie in mod predominant, fie
exclusiv, care consta 1n scindarea unei parti din regiunile sensibile ale moleculei, mentionate mai
sus. Dupa finalizarea proteolizei limitate, se formeaza un produs macromolecular relativ stabil,
care in continuare este scindat exclusiv prin mecanismul ,,una cate una”[67]. Viteza proteolizei
,una cate una”este limitatd de scindarea primei legaturi peptidice in fiecare moleculd de proteina
[66, 67]. Scindarile ulterioare in aceasta molecula au loc cu o viteaza in crestere si, prin urmare,
procesul se desfasoara ca o reactie de ordinul pseudo-unu [65, 66].

In functie de densitatea de impachetare a moleculei, globulina de rezerva nativa poate fi
sensibild sau insensibild pentru degradare prin mecanismul ,,una cite una”[2]. In primul caz,
proteoliza limitata si ,,una cate una”se desfasoara simultan, independent una de cealaltad (vicilina
din soia [11, 14] si legumina din ovis [2]). In al doilea caz, proteoliza ,,una cate una” incepe doar
dupa finalizarea proteolizei limitate (vicilina din fasole [11], legumina din soia [9] si dovleac [10]).
Astfel, in ultimele cazuri, proteoliza limitatd duce la aparitia in structura globulinei de rezerva a
legaturei peptidice, a carei scindare initiaza o degradare profunda a moleculei sale prin mecanismul
,,una cate una”.

Constanta de vitezd a proteolizei ,una cate una”a proteinei depinde de starea
conformationald a moleculei sale [104]. Aparent susceptibilitatea, mentionatd anterior, a
globulinelor de rezerva [9, 10, 11] la proteoliza ,,una cate una” este dobanditd in final datorita
modificarilor regulate in structura tertiard a subunitatilor in timpul proteolizei limitate. Cu toate
acestea, analiza reactiilor succesive ale proteolizei limitate a glicininei (legumina din soia) cu
papaind [9] permite de a presupune, cd capacitatea de proteoliza ,,una cate una” a acestei proteine
este initial dobandita ca rezultat al modificarilor nu atat a structurii tertiare, cat a celei cuaternare
a moleculei sale.

Proteoliza limitatd a glicininei cu papaina se termina cu scindarea secventei C-terminale

extinse a a-catenelor (domeniul N-terminal), care include nu numai linkerul interdomenic
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nestructurat, ci si regiunea adiacentd secventei care formeaza un grup de o-helixuri in proteina
nativa [9] (Figura 2.11). De la o treime pana la jumatate din legaturile de hidrogen, responsabile
de interactiunea dintre subunitatile A si B In homotrimerul glicininei 1fxz si 2d5h pot fi atribuite
legaturilor formate cu participarea acestor helixuri [7, 9].

Astfel, in trimerii gliceninei-P (produsul final al proteolizei limitate cu papaind),
interactiunile dintre subunitati sunt slabite si, spre deosebire de glicinina nativa, glicinina-P
dobandeste predispozitia de a disocia. Capacitatea glicininei-P de disociere ireversibila nu a fost
detectata experimental [9]. Cu toate acestea, acest lucru nu exclude posibilitatea existentei unei
disocieri reversibile, in care echilibrul de disociere sa fie deplasat spre forma asociata.

Ca urmare a disocierii glicininei-P, in structura subunitatilor ei sunt dezgolite legaturile
peptidice, potential sensibile la atacul proteolitic, care sunt mascate in glicinina nativa, sunt expuse in
structura subunitatilor sale. Astfel, suprafata subunitatilor disponibila la solvent a glicininei-P 1fxz
nedisociate (suma valorilor ASA) dupa disociere sa se mareste de 1,2 ori (de la 12500 pana la 15400
A?). Dupi disocierea glicininei-P 1fxz, in cea mai mare misuri creste accesibilitatea la solvent a
resturilor de aminoacizi In regiunea buclei intre strendurile 7 siJ a a-catenelor. Astfel, ASA restului
Leul52, care corespunde specificitatii de substrat a papainei [105], creste de la 40,4 la 60,7%.

Scindarea presupusa a legaturii peptidice Leul52-Glul53 1in regiunea buclei 1J
indepdrteazd secventa suplimentard C-terminala a a-catenelor (Figura 2.11 a, b). Aceasta scindare
elimind restul Phel63 conservativ, care este implicat in formarea si stabilizarea trimerilor
subunitatilor [38], 1n toate structurile cunoscute ale leguminelor, precum si o serie suplimentara
de resturi de aminoacizi, care in glicinina nativd formeaza legaturi de hidrogen intersubunitare
(Figura 2.11).

In scenariul ipotetic descris al proteolizei ,,una cite una” a glicininei-P, molecula de
substrat disociata este indepartata imediat dupa aparitia sa din amestecul de reactie. In acest caz,
viteza proteoliza ,,una cite una” a glicininei-P este determinatd de concentratia substratului

disociat.
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Fig. 2.11. Glicinina 1fxz din soia: regiunile structural organizate ale a-catenei (a) si
diagrama panglica a structurii ei tertiare (b)

Resturile, care formeaza legdturi de hidrogen Intre a-catena subunitdtii A si B-catena
subunitatii B in homotrimerul glicininei [24] sunt prezentate cu majuscule (a) sau prin sfere
(b); GIn155 si Ser244 formeaza citeva legaturi intersubunitare. In paranteze patrate (a) sau

linii punctate (b) este ardtata pozitia regiunilor nestructurale ale a-catenei: bucla EF (1), bucle
strendul J (si aul h1 [6]) si un grup de a-helixuri C-terminale (2), si lincherul interdomenic
(3). Portiunea nestructurala scurta h2’ este specifica numai pentru glicinina 1fxz [6]. Resturile
evisentiate cu italic (a) sau portiunile intunecate ale diagramei (b) sunt eliminate la formarea
glicininei-P (datorita scindarii portiunii centrale a sectorului 2 [73]) si dupa disocierea sa ca
urmare a clivajului presupus al legaturii peptidice Leul52-Glul53.
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2.5. Concluzii la capitolul 2.

1. Ipoteza privind originea globulinelor de rezerva din seminte din OD bacteriene bi-
domenice (Figura 2.3), bazata pe analiza structurilor primare ale proteinelor omoloage din plante
si din bacterii, este confirmata de suprapunerea spatiala nu doar a structurilor secundare si tertiare

ale domeniilor lor (Figura 1.9 si 1.10) si subunitatilor, dar si a structurilor cuaternare .

2. In genomul algele verzi au fost depistate doua tipuri de gene, care codifica proteinele
bidomenice, reflectand doua etape succesive ale evolutiei globulinelor de rezerva. Aceste proteine
OD-similare din Coccomyxa subellipsoidea detectate anterior [2], similare la nivelul structurilor
primare si superioare cu OD bacteriene bidomenice (capitolul 1) si, asa cum s-a aratat pentru prima
data 1n aceasta lucrare, proteinele legumino-similare din alga Klebsormidium nitens, conform
tuturor trasaturilor analizate (Figura 2.4-2.8) sunt precursorii evolutivi directi ai proteinelor
legumino-similare din plantele cu spori si, prin urmare, a leguminelor din seminte.

De remarcat ca Coccomyxa subellipsoidea si Klebsormidium nitens apartin la doud filumuri
diferite de alge (Chlorophyta si Charophyta, respectiv). Dupa o serie de trasaturi (biologia
dezvoltarii si paleobotanica), strdmosii plantelor terestre pot fi algele harofite, dar nu algele
clorofite. Prezenta precursorilor evolutivi specifici ai globulinelor de rezerva din seminte in
genomul algei Klebsormidium nitens, aratate in acest studiu, reprezintd o dovadd moleculara

semnificativa in favoarea acestei ipoteze.

3. B-barrel-ul cupinic impreund cu grupul de o-helixuri, care este elementul bazal al
structurii OD bacteriene, a servit ca baza pentru formarea independentd in timpul evolutiei a
structurilor omoloage ale subunitatilor globulinelor de rezerva din seminte si germinelor din
plante. Pentru prima data s-a aratat prezenta in alge a proteinelor, care sunt precursorii evolutivi
neconditionati ai globulinelor de rezerva. Divergenta ramurii evolutive a globulinelor de rezerva
in clustere independente de legumine si viciline a avut loc la nivelul unor astfel de plante vasculare
cu spori, cum ar fi strutisorii si ferigile. Comparativ cu vicilinele, structurile primare si tertiare ale
leguminelor cel mai mult reflectd trasaturile stravechi ale precursorului ipotetic comun al

globulinelor de rezerva.

4. Degradarea profundd a leguminei din soia in semintele germinative si in vitro este
precedata de proteoliza limitata, care slabeste interactiunile dintre subunitati in oligomerul sau. Se
presupune ca degradarea profundd a leguminei din soia prin mecanismul ,,una cite una” este

initiata de disocierea moleculelor sale.
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3. LEGITATILE PROTEOLIZEI GLOBULINEI 118 DIN
SEMITELE DE GINKGO

S-a constatat, ca proteoliza limitatd a globulinelor de rezerva 11S din soia si din dovleac
[9, 10] reprezinta o etapa necesara, care preceda degradarea masiva a acestor proteine (capitolul
1). Astfel, globulinele 11S din semintele acestor plante sunt protejate de degradarea profunda
prematurd. Exista oare un rol de reglare corespunzator al proteolizei limitate a globulinelor 11S la
un nivel evolutiv atit de timpuriu ca Ginkgophyta? Pentru a raspunde la aceastd intrebare a fost
realizat un studiu al mecanismului proteolizei ginnacinei, globulina de rezerva 11S din semintele
de ginkgo, cu papaind si analiza tuturor structurilor cristaline cunoscute ale globulinelor 11S in

comparatie cu structura model al ginnacinei.

3.1. Materialul si metodele de cercetare

Izolarea si purificarea ginnacinei. Faina din semintele de ginkgo (Ginkgo biloba L.) a
fost extrasd cu NaCl 1 M 1n solutia tampon A (0,02 M Tris-HCI, pH 8,0, 0,02% NaN3, 1 mM
EDTA), in raport de 1:10 (masa/volum). Ginnacina a fost precipitata din extract cu sulfat de
amoniu (fractia 0-60% de saturatie). Precipitatul s-a dizolvat in 3,0 M NaCl in solutia tampon A
si solutia s-a aplicat pe o coloand (2,6 x 9 cm) cu fenil-Sepharose CL-4B (Pharmacia Biotech,
Suedia), echilibrata cu 3,0 M NaCl in solutia tampon A. Dupa indepartarea fractiei neabsorbite,
ginnacina a fost eluatda cu NaCl 1 M in solutia tampon A. Preparatul rezultat a fost purificat
suplimentar prin gel-filtrare pe o coloana (0,9 x 70 cm) cu Sephacryl S-300 (Pharmacia Biotech,
Suedia), echilibratd cu NaCl 1 M 1in solutia tampon A.

Proteoliza ginnacinei. Pentru hidroliza ginnacinei, amestecul de reactie, care continea 5
mg/ml substrat si 100 pg/ml papainad (Sigma Life Science, SUA) in solutia tampon B (tampon
fosfat citrat 0,037 M, pH 5,6, NaCl 1 M, NaN3 0,02%, | mM EDTA, 10 mM 2-mercaptoetanol) a
fost incubat timp de 24 ore la 30°C. Pentru a studia progresul hidrolizei periodic s-au luat alicote
din amestecul de incubare si reactia a fost stopata prin adaugarea acidului tricloracetic (ATA) pana
la concentratia finald de 5% (masa/volum). In unele cazuri, reactia a fost stopata prin addugarea
E-64 (trans-epoxysuccinnyl-L-leucylamido-(4-guanidino) butan, Sigma, Life Science, SUA), pana
la concentratia finala de 10 uM si probele proteice rezultate au fost investigate prin gel-filtrare pe

o coloana cu Sephacryl S-300, urmata de analiza lor prin electroforeza.

Electroforeza si analiza electroforegramelor. Electroforeza in gel de poliacrilamida a

proteinei, disociatd cu dodecilsulfat de sodiu (SDS-PAGE) a fost efectuata intr-un gel de 15% (g/v)
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in sistemul tampon Laemmli [106]. Inainte de electroforeza, ATA rezidual in probele proteice
precipitate a fost indepartat prin spalare cu acetona, precipitatele au fost uscate si au fost dizolvate
in conditii standard intr-o solutie tampon, care contine sau nu contine 2-mercaptoetanol. Au fost
utilizati markerii moleculari Bio-Rad (SUA). Electroforegramele au fost scanate (ImageScanner
II1, GE Healthcare) si au fost analizate, utilizdnd programul Phoretix 1D Gel Analysis v.5.10.
Cantitatile molare relative ale polipeptidelor, detectate prin electroforeza in ginnacina intactd si in
proteina reziduald dupd proteolizd, s-au calculat in functie de masele lor moleculare si de

concentratiile de masa relative.

Analiza cineticii proteolizei. Pentru a analiza cinetica proteolizei, proteina reziduala in
hidrolizate precipitata cu ATA a fost determinata prin legarea colorantului [107]. Masa moleculara
medie numerica a subunitatilor proteinei initiale si a restului sdu cu masa moleculara mare in
hidrolizate au fost calculate din datele masei moleculare a polipeptidelor, detectate prin
electroforeza, si continutul lor de masa relativ. Concentratia proteinei reziduale in hidrolizate P'si
masa sa moleculard medie numerica M au fost exprimate in % din valorile initiale corespunzatoare
P si M°.

Analiza cineticii proteolizei a fost efectuati urmand strategia descrisa anterior [9, 10]. In
timpul proteolizei dupa mecanismul mixt, cand proteoliza limitata si ,,una cate una” decurg fie
paralel, independent una fatd de alta, fie succesiv, contributia proteolizei limitate la scaderea
generald a concentratiei de masi a proteinei in hidrolizat (P%°—>P%') este egald cu M%°’-M%.
Prin urmare, ecuatia P%'+ (M%°~M%") = f(t) descrie exclusiv cinetica proteolizei ,,una cte una”,
care decurge ca reactie de ordinul pseudo-unu [8, 38]. Respectiv, modificarea In timpul reactiei a
valorii relative a masei moleculare a substratului proteic (M%’—>M%") descrie exclusiv cinetica

proteolizei limitate.

Modelarea structurilor proteice si metodele de analizi computerizati. Modelarea
omoloaga a structurilor tertiare si cuaternare a ginnacinei a fost efectuata cu ajutorul programului
Swiss-Model [91, 92], utilizand in calitate de matritd structura cristalind pdb|3qac a globulinei 11S
din amarant Amaranthus hypochondriacus. Acest program de asemenea a fost utilizat pentru
modelarea structurilor cuaternare ale globulinelor 11S, pentru care au fost publicate structura
tertiard a numai unei subunititi A (pdb|2e9q, pdb|3c3v, pdb|3qac). Pentru a modela structura
tertiard a ginnacinei, au fost utilizate de asemenea doua metode alternative: programul SSPRO 8
(Scratch Protein Predictor) pentru prezicerea structurilor secundare si programul DisSEMBL 1.5

pentru prezicerea regiunilor nestructurate.
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Suprafata accesibila a resturilor de aminoacizi (ASA) la solvent in structurile cristaline si
model ale oligomerilor globulinelor 118, exprimata in A2, a fost calculati cu ajutorul programul

http://cib.cf.ocha.ac.jp/bitool/ASA/. Valoarea relativi ASA a restului X in globulina 11S este

exprimatd in % din accesibilitatea lui in tripeptida GXG. Programul DeepView/Swiss-PdbViewer
v.3.7 a fost utilizat pentru a construi diagramele panglica si pentru a identifica legéturile de
hidrogen intersubunitare n oligomerii globulinelor 118, si pentru determinarea deviatiei patratice
medii (root-mean-square deviation, RMSD) a pozitiei atomilor C* la suprapunerea spatiala a
structurilor tertiare ale subunitdtilor ginnacinei (model) si altor globuline 11S (structurile

cristaline).

Identificarea punctelor probabile de scindare a ginnacinei in timpul proteolizei a fost
efectuata utilizand rezultatele electroforezei (compozitia fragmentelor de polipeptida si masele lor
moleculare aparente conform SDS-PAGE, transformarea succesiva a fragmentelor mari in cele
mai mici, detectate prin schimbarile corespunzatoare in intensitatea zonelor lor) si in conformitate
cu informatiile de mai jos.

1. Rezultatele compardrii structurilor tertiare ale ginnacinei si ale altor globuline 118, a
caror proteoliza limitata este descrisd [96], permit a priori determinarea pozitiei regiunilor cele
mai probabile de scindare a secventei de aminoacizi a ginnacinei. Accesibilitatea sporita la solvent
a acestor regiuni in structurile ginnacinei si a altor globuline 118 poate fi considerata ca dovada a

2. Corespunderea punctelor presupuse de scindare din regiunile potential sensibile ale
moleculei ginnacinei cu specificitatea primara de substrat a papainei [105] (resturile Arg, Lys, Leu

si Gly in pozitia P1 in absenta restului Val in pozitia P1").

3.2. Izolarea si purificarea ginnacinei.

In timpul salifierii partea principala a ginnacinei este precipitati la o concentratie de sulfat
de amoniu de 40-60% saturatie (Figura 3.1). Fractia respectiva a fost utilizata pentru purificarea
ulterioara.

La cromatografia ulterioard pe coloana cu fenil-Sepharose CL-4B (Figura 3.2), dupa
indepartarea fractiei neadsorbite, ginnacina in cantitati semnificative si mai purd este eluata la

concentratia NaCl 1 M (Figura 3.3).
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Fig. 3.1. SDS-PAGE proteinelor din extractul brut din semintele de ginkgo (pistele 1 si 5) si
fractiilor precipitate cu sulfat de amoniu in intervalul de concentratie (in % saturatie): 0-40%
(pistele 2 si 6), 40-60% (pistele 3 si 7) si 60-80% (pistele 4 si 8) In prezenta (pistele 1-4) si in
absenta (pistele 5-8) 2-ME.

<«— 30M
<« 2,0M
<« 1,0M
<«——H,0

Fig. 3.2. Cromatografia pe coloana cu fenil-Sepharose CL-4B a ginnacinei, partial
purificata prin salifiere
Linia orizontala indica regiunea de eluare, ce corespunde ginnacinei purificate (Fig. 3.3. pistele
2 si5). Fractia neadsorbitd nu contine proteina si, probabil, corespunde acizilor nucleici
(maximul de absorbtie la 260 nm).
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Cu toate acestea, dupa cum reiese din rezultatele electroforezei in absenta 2-
mercaptoetanolului (Figura 3.3, linia (pista) 5) In preparatul, purificat prin cromatografie, mai sunt
prezente impuritati. Dupa gel-filtrarea pe coloana cu sefacryl S-300, aceste impuritati sunt complet

indepartate (Figura 3.4, pistele 1 si 8).

« W -

P—
@ =
-

B o 4

1 2 3 4 5 6

Fig. 3.3. SDS — PAGE preparatului de globulina 118, partial purificat prin salifiere cu
sulfat de amoniu (pistele 1 si 4) si fractiilor eluate la cromatografia fenil-Sepharose cu NaCl
IM (pistele 2 si 5) si apa (pistele 3 si 6) in prezenta (pistele 1-3) si in absenta (pistele 4-6) 2-ME.

3.3. Proteoliza si cinetica proteolizei ginnacinei.

Proteoliza ginnacinei. Electroforeza ginnacinei intacte (Figura 3.4, pista 1) releva doua
benzi ale a-catenelor (28,3 kDa si 26,7 kDa) si o banda a B-catenelor (21,1 kDa). Astfel, in
componenta moleculei hexamerice a ginnacinei [108] intrd, cel putin, doua tipuri de af-subunitéti.
La fel ca in celelalte globuline 118, a- si B-subunitatile ginnacinei sunt legate printr-o legatura
disulfidica (pistele 1 si 8).

Este cunoscuta secventa de aminoacizi numai a unei subunitéti a ginnacinei (caa90641 cu
masele moleculare ale a- si B-catenelor de 27,5 kDa si, respectiv, 21,1 kDa) [109].

Proteoliza ginnacinei incepe cu formarea, cel putin a doud fragmente intermediare F1 ale
a-catenelor cu masele moleculare 25,8 si 25,2 kDa (Figura 3.4, pistele 2-5). La proteoliza
ulterioara fragmentele F1 dispar si apar doud fragmente: un fragment F3 principal cu masa
moleculara 21,1 kDa si un fragment F2 minor cu masa moleculard 22,0 kDa. Fragmentul F3

coincide dupa mobilitate cu B-catenele. Remarcam, ca pe electroforegrama sunt absente produsele
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cu masa moleculara mica de 20 kDa [110]. Prin urmare, sectoarele scindate ale a-catenei in
produsul final al proteolizei sunt scindate pana la peptide cu masa moleculara mica.

Astfel, B-catenele ginnacinei sunt insensibile la proteoliza limitatd, asa cum este tipic
pentru majoritatea globulinelor 11S din seminte studiate [2], iar hidroliza a-catenelor constad in

scurtarea lor succesiva N- sau C-terminala.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
kD F1B
-
45.0 o
—
F2/F3p
31.0
o
F1
F2
215 B P
14.4
6.5
0 1 2 4 7 11 24 0 7

Fig. 3.4. SDS-PAGE ginnacinei intacte si produselor ei de proteoliza in prezenta (pistele 1-7)
si In absenta (pistele 8, 9) 2-ME. Pe partea stanga sunt aratate masele moleculare ale markerilor.
Linia de jos indica timpul de reactie (h).

In timpul gel-filtrarii pe coloana cu Sephacryl S-300 a produselor de hidrolizi ale
ginnacinei, formate dupa 24 ore de reactie (Figura 3.5), s-a observat un singur varf al proteinei cu
masa moleculard mare, care conform compozitiei electroforetice corespunde probei, prezentata in

Figura 3.4, pista 7.

L

Fig. 3.5. Gel-filtrarea pe coloana cu Sephacryl S-300 a produselor de hidroliza a
ginnacinei dupa 24 ore de reactie.
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Cinetica proteolizei ginnacinei. Pentru a descrie mecanismul proteolizei ginnacinei cu
papaind, am studiat cinetica acestui proces bazati 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 sd determindm care dintre cele doud mecanisme ale
proteolizei se observa pe masura ce se dezvoltd acest proces - proteoliza limitatd sau proteoliza
"una cite una" exploziva.

In prima etapa a proteolizei (pana la 2 ore), scaderea relativd a concentratiei de masi a
proteinei P% 1n hidrolizat este egala cu scaderea masei sale moleculare M% (Figura 3.6, graficele
1 si2). Cu alte cuvinte, in prima etapa, valorile P% si M% coincid. Aceasta indica absenta in prima

etapd a semnelor proteolizei "una cite una".

%
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Timpul, h

Fig. 3.6. Cinetica proteolizei ginnacinei
1 — concentratia de masa P a proteinei reziduale (precipitate cu TCA); 2 — masa sa moleculara
medie M. P s1 M sunt exprimate in % din valorile lor initiale. Graficul 3 (P%+[100%-M%])
descrie cinetica exclusiv a proteolizei ,,una cite una”. Scala ordonatei este logaritmica.

In a doua etapa (2-7 h), proteoliza limitata este complet, adicd masa moleculard M% este
constanta. Cu toate acestea, concentratia de masa a proteinei P% scade liniar, ceea ce este un semn

'

al proteolizei "una cite una". Scaderea concentratiei de masa relativd a proteinei ca urmare a
proteolizei limitate este egala cu 100%-M%. Prin urmare, cinetica exclusiv a proteolizei "una cate

una" poate fi descrisa de al treilea grafic, care repreznta suma valorile P% si 100%-M% obtinute

75



experimental. Extrapolarea portiunii liniare a celui de-al treilea grafic pana la zero duce la o
valoare care depaseste 100%.

Acest fapt indica dependenta constantei de viteza a proteolizei ,,una cate una” a ginnacinei
de modificarile structurale ale acesteia, ca urmare a proteolizei limitate [111]. Astfel, ginnacina
nativa, la fel ca si globulinele 11S din soia si din dovleac [9, 10], este insensibila la proteoliza ,,una

cate una”, care incepe doar dupd atingerea unui anumit nivel al proteolizei limitate.

3.4. Modelarea omoloaga a structurilor tertiare si cuaternare ale ginnacinei.

In prezent, existd doar informatii initiale privind structura cristalini a ginnacinei [108]. Prin
urmare, modificarile structurale ale ginnacinei in timpul proteolizei limitate pot fi estimate numai
pe baza modelului de structura tertiard si cuaternara si, de asemenea, pe baza informatiilor
disponibile privind legitatile proteolizei altor globuline 11S din seminte.

Un punct important in modelarea structurii ginnacinei este alegerea globulinei 11S cu
structura cunoscuta, cea mai apropiatd de ginnacind dupa secventa de aminoacizi. Analiza relatiilor
filogenetice dintre ginnacind si globulinele 118, ale caror structuri cristaline sunt stabilite, aratd ca
structura globulinei 11S din amarant Amaranthus hypoandriacus este cea mai potrivita pentru a fi

utilizata 1n calitate de matrita (Figura 3.7).

ool 3¢3v Arachis

3ksc Pisum

‘e 1fxz Glycine
lod5 Glycine
2e9q Cucurbita

3kgl Brassica

3fz3 Prunus

3qac Amaranthus
caa57848 Magnolia
caa90641 Ginkgo
efj10701 Selaginella

Fig. 3.7. Relatiile filogenetice dintre ginnacina si globulinele 11S
cu structura tertiara cunoscuta
Numerele de deasupra ramurilor reflecta suportul statistic al clusterelor (% din 1000 replicari). in
calitate de radacina, a fost utilizatd secventa proteinei leguminosimilare bidomenica din strutisor
Selaginella moellendorffii. Globulina 11S din magnolie Magnolia salicifolia ocupa o pozitie
intermediara Intre ginnacina si globulinele 118 cu structura cunoscuta.
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Analiza comparativa detaliatd a structurilor primare ale ginnacinei si altor globuline 11S

cu structura cunoscutd, furnizata de programul Swiss Model (Tabelul 3.1) arata ca trei globuline

11S (3qac, 3fz3 si 3ehk) sunt aproape la fel de potrivite ca matritd pentru modelarea structurii

ginnacinei. Utilizarea primei dintre aceste proteine ca matrita este cea mai preferatd in concordanta

cu rezultatele analizei filogenetice prezentate in Figura 3.7.

Tabelul 3.1. Analiza oportunitatii utilizarii ca model structurile cristaline ale globulinelor

11S pentru modelarea structurii tertiare si cuaternare a ginnacinei.

Sablonul Idenot/(i)tate, cmlssl:‘s;itt;teij % Acoperire % Sursa
Globuline 118
3qac 44 41 97 Amaranthus
3fz3 44 42 96
Prunus
3ehk 44 42 96
3kgl 40 39 95 Brassica
2e9q 40 40 97
Cucurbita
2evx 40 40 97
lod5 40 40 94
2d5h 39 40 94
2dsf 39 40 94
1fxz 40 40 95
Glycine
lucx 41 41 95
ludl 41 41 95
ludl 39 40 95
lucx 39 40 95
3ksc 38 39 96 Pisum
3c3v 38 40 96 Arachis
Globulina 7S
4lej 27 35 81 Pinus
OD bacteriana
2vqa 18 29 75 Synechocystis

Nota: Acoperirea este numarul relativ de resturi de aminoacizi (in

globulinei 11S) utilizati pentru analiza.

717

% din secventa totala a



Fig. 3.8. Diagramele panglica ale structurilor a-catenelor ginnacinei (a) si globulinei 11S
pdb|3qac din amarant Amaranthus hypochondriacus (b) suprapuse spatial,
dar prezintate separat
Abaterea standard (RMSD) la alinierea a 368 atomii C* (suma secventelor a- si B-catenelor ale
acestor proteine) a fost 0,32A. La baza structurii model a a- si B-catenelor ginnacinei (ca si la
alte globuline 11S [38]) std B-barrel-ul format din B-strendurile antiparalele BCDEFGHI, cuplat
cu un grup de a-helixuri 41, h2, h3 si suplimentat cu B-strendurile 4, A" siJ, J' si a-helixul 40; B-
strendurile £’ si F”, caracteristice numai pentru a-catene, sunt prezente in structurile multor
globuline 118 [38]. Zonele potential sensibile la proteoliza limitata in structurile cristaline ale
globulinelor 118 [2]: a — bucla dintre B-strendurile E si F; b — bucla dintre B-barrel si o-helixuri;
¢ —regiunea C-terminald. Asteriscurile indicd pozitiile resturilor de aminoacizi in structura
ginnacinei (a) cu accesibilitate sporita (> 90%) la solvent, care corespund specificitatii de
substrat a papainei [105]. Partea intunecatd a diagramei corespunde regiuni C-terminala,
eliminate, probabil, la sfarsitul proteolizei limitate.
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Fig. 3.9. Alinierea secventelor de aminoacizi ale a-catenelor ginnacinei (G) si globulinei 11S

A A ho B
OREQLQQSCRFDRLNAQEPTQRITSEGGSVELLNVEDSEQFQCAGVAPLRETLNPNA
refgQGNECQIDRLTALEPTNRIQAERGLTEVWDS-NEQEFRCAGVSVIRRTIEPHG

* e Keoekkk kK kkkoekk ok K * . e ekekkhkke ok ko ook

C D E E’
LSLPRYTNTPTMAYVVEGEGRLGVVFPGCPETFQSSTSR-============—-—-—- G
LLLPSFTSAPELIYIEQGNGITGMMIPGCPETYesgsqqfqggederlrqusrkfg

Kk kk ek ek o ko * * * o e ****** ok . *

F’ F G H I
GEGQOSQERSQKIRRVRRGDVVAIPAGVAYWLYNDGNRRLOQIVATADT SNHONQLDO
mrgdr £QDOHOKIRHLREGDIFAMPAGVSHWAYNNGDQPLVAVILIDTANHANQLDK

koo Koo khhkkke ok khke khekhkkkhkeook *kokeo * * kk oekk kkhkkko

J hi h2 h3
TYRP-FYLAGSAPSGA--—--—--- QKAAGATSIGDNILQGFDTDTLAEAMGISQDTAR
NFPTRFYLAGKPQQEHSgehquresrrgerNTGNIFRGFETRLLAESFGVSEEIAQ

***** ** ** * *** * * o« ke

J/
RIQON-QKKGLIVKVERGLRMPGPPSDDYERERE-----~- REGNYNVEEFYCSMRLR
KLQAEQDDRGNIVRVQEGLHVlkppsraweerqusrgsrylpnigveeTICSARLA

o ok . . * Kk Kk . * ** * k% ok * *** * k% k%

Z A’ A ho B C
HNADDSEDADVYVRNGGRLNTVNRLKLPALRSLRLGAERGILQPNAMFAPSW-LNAH
VNVDDPSKADVYTPEAGRLTTVNSFNLPILRHLRLSAAKGVLYRNAMMAPHYNLNAH

* k% * k k% o kkk kkhkk e ekk kk kkk ok ok e %k * kK o k% *k k%

D E F G H I
AVMYVTRGOGRIQIVONEGRRVFDGAVKEGQFLVIPQLHATAKQAGKDGLEWISETT
NIMYCVRGRGRIQIVNDQGOSVFDEELSRGOLVVVPONFAIVKQAFEDGFEWVSEKT

o kK% kkeoekhkkhkkhkkhkkeoooke kk*% kke ok o kK Kk kkk ockkekkokk Kk

J hi h2 h3 J’
SDSPIRSTLTGRNSVLKAMPOEVVMNAYRINGKDARDLRRNREHETIILSPTP
SENAMFQSLAGRTSAIRSLPIDVVSNIYQISREEAFGLKEFNRPETTLEFRSSGq

* . . ek ekk Kk ook ekk KX koK .« o % * o K*% koo Kk

din amarant Amaranthus hypochondriacus (A)

Literele mici arata regiunile nestructurate in structura cristalina pdb|3qac Amaranthus

hypochondriacus. Sdgeata indica hotarul dintre a- si B-catenele (domeniile N- si C-terminale)
globulinelor 118S. Resturile cu accesibilitate sporita (valoare relativa a ASA>90%) la solvent,care
corespund specificitatii de substrat a papainei sunt indicate cu bold [105].
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In modelul structural al subunitatilor ginnacinei sunt prezente toate structurile secundare,
care sunt caracteristice nu doar globulinei 11S din amarant Amaranthus hypochondriacus
(structura ei a fost utilizatd ca model pentru construirea modelului ginnacinei, Figura 3.8 si 3.9),
dar si pentru globulinele 11S din soia si din dovleac (Figura 3.10), precum si toate celelalte
structuri cristaline cunoscute ale globulinelor 11S [38]. Acest lucru demonstreaza veridicitatea
structurii tertiare model a ginacinei.

A A h0 B
2EVX 19 hrygsprACRLENLRAQDPVRRAEAEAGFTEVWDQDN-DEFQCAGVNMIRHTIR

10D5 1 1itsskfNECQLNNLNALEPDHRVESEGGLIETWNSQH-PELQCAGVTVSKRTLN
GINb 9 QREQLQQOSCRFDRLNAQEPTQRITSEGGSVELLNVEDSEQFQCAGVAPLRETLN

Keoo Kk kK ok ok kK * .« . s e kKK kK o ko

C D E E’
2EVX 72 PKGLLLPGFSNAPKLIFVAQGFGIRGIAIPGCAETYQTDLRrsgs----agsaF
10D5 54 RNGLHLPSYSPYPOMIIVVQGKGAIGFAFPGCPETFEKPgggssrrgsrsqqql

GINb 63 PNALSLPRYTNTPTMAYVVEGEGRLGVVFPGCPETFQSSTSRGG----- EGQQS
CK KKk ee ke ok ek kK akkk Kok .
F’ F G H I

2EVX 122 KDQHQKIRPFREGDLLVVPAGVSHWMYNRGQSDLVLIVFADTRNVANQIDPYLR
10D5 108 QDSHQKIRHEFNEGDVLVIPPGVPYWTYNTGDEPVVAISLLDTSNEFNNQLDQNPR
GINb 112 QERSQKIRRVRRGDVVAIPAGVAYWLYNDGNRRLQIVAIADTSNHQNQLDQTYR

* Kk k% kkeoeo ok kk ok kk ko . « o kX X% * Kk o k% *

J hl h2
2EVX 176 KFYLAGRPEQVERGVeewer--------- ssrkgssgEKSGNIFSGFADEFLEE
10D5 162 VEFYLAGNPDIEHPETMQgggagkshggrkggghgqgqeeEGGSVLSGFSKHFLAQ
GINb 166 PFYLAGSAPSGAQKA-—-=-—————————————= AGATSIGDNILQGFDTDTLAE

)k kK %k o k% *

h3 J’
2EVX 221 AFQIDGGLVRKLKGEDDERDRIVQVDEDFEVLLpekdeeersrgryi [ 7]N¢
10D5 216 §ENTNEDTAEKLRSPDDERKQIVTVEGGLSVISPKquqedededed[57]N¢
GINb 202 AMGISQDTARRIQON-QKKGLIVKVERGLRMPGPPSDDYEREREREG | O]Ni

*k koo o« . * e X

Fig. 3.10. Alinierea secventelor de aminoacizi ale a-catenelor globulinelor 11S din dovleac
2evx, din soia 1odS si ginnacinei (GINbi)

Numerele din parantezele patrate corespund numarului resturilor de aminoacizi lipsa din cele trei
regiuni extinse ale secventelor globulinelor 118 [2]: buclele dintre B-strendurile £’ si F', dintre 3-
strendul J si a-helixuri si regiunea C-terminala. Sagetile arata pozitia punctelor de clivare
stabilite pentru scindarea a-catenelor globulinelor 11S din dovleac [10] si din soia [9].
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Metode alternative de modelare a structurii tertiare a subunititilor ginnacinei.
Secventele de aminoacizi ale ginnacinei si ale altor globuline 11S (in primul rand, globulina 11S
din amarant Amaranthus hypochondriacus, figura 3.9) sunt cu sigurantd omoloage (tabelul 3.1 si
figura 3.10). Aceasta ofera motive sa credem ca rezultatele modelarii omoloage cu un grad inalt
de fiabilitate reflecta principalele trasdturi ale structurii tertiare reale a ginnacinei. Cu toate acestea,
existd abordari alternative de modelare a structurilor secundare si regiunilor nestructurate
caracteristice regiunilor respective ale structurilor cristaline ale multor altor proteine, care constau
in estimarea probabilitatii prezentei in moleculd unei anumite proteine, a carei analogi structurali
sunt necunoscuti. Utilizarea acestor metode face posibild evaluarea gradului de fiabilitate a

rezultatelor modelarii omoloage a structurii tertiare a ginnacinei.

A’ A ho B (o4
reaeverrqregLQQSCRFDRLNAQEPTQRITSEGGSVELLNVEDSEQFQCAGVAPLRETLNPNALSLPRYT
HHHH H S SSH SSSSS SSSSS HHHHH SSSSSSSS
SOSSS555>55>>>
<<LLLLLLLLL LKL
D E E’ F’ F G H
NTPTMAYVVEGEGRLGVVEFPGCPETFQSSTSRGGEGQQSQERSQKIRRVRRGDVVAIPAGVAYWLYNDGNRR
SSSSSSS SSSSSSS HH H HHSSSSSSS SSSS SSSSSS S
SOOESSESSDESDS>>>>>>
<L LLLLLLLLLLL
I J hil h2 H3
LOIVAIADTSNHONQLDQTYRPFYLAGSAPSGAQKAAGATSIGDNILOQGFDTDTLAEAMGI SQDTARRIQON
SSSSSSSS SSSSSS SSS HHHHHHHH HHHHHHHHH
SSSSSS55>>>>
<LK
J/
OKKGLIVKVERGLRMPGPPSDDYEREREREGN
SSSSSS SS HHHHHH
SOOSDSSD55555>>>

<<LLLLLLLLLLLLL L L L

Fig. 3.11. Compararea rezultatelor modelarii structurilor secundare
ale a-catenelor ginnacinei:
cu bold, modelare omoloaga; S — B-strendurile si H — a-helixurile, prezise de programul SSPRO
8 (cu bold sunt evidentiate portiunile care coincid). Simbolurile > aratd regiunile neordonate,
prezise de programul DisEMBL. Simbolurile < arata regiunile neordonate reale, prezente in
structura cristalina pdb|3ac a globulinei 11S din Amaranthus hypochondriacus.

In general, rezultatele modelarii structurilor secundare si regiunilor nestructurate in
molecula de ginnacina prin metode alternative, SSPRO 8 si DisEMBL, respectiv (Figura 3.11), nu
contrazic rezultatele modelarii omoloage (Figura 3.9). Mai mult, 71% si 88%, respectiv in limitele

B-strendurilor si a-helixurilor in modelul omolog al ginnacinei se gasesc in structurile secundare
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prognozate de programul SSPRO 8. Acesta este un argument suplimentar in favoarea metodei de
modelare omoloaga.

Cu toate acestea, deoarece nu existd o coincidenta absoluta a structurilor secundare prezise
prin modelarea omoloaga si prin metodele alternative, pare rezonabild compararea rezultatelor
determinarii structurilor secundare prezente real in structura cristalind pdb|3gac a globulinei 11S
din amarant Amaranthus hypochondriacus cu rezultatele modeldrii structurilor secundare ale
acestei proteine cu ajutorul programului SSPRO 8. Rezultatele obtinute coincid incomplet (Figura

3.12) 1n acelasi mod ca cel observat mai sus (Figura 3.11).

A’ A ho B c
megrfrefgQGNECQIDRLTALEPTNRIQAERGLTEVWDSNEQEFRCAGVSVIRRTIEPHGLLLPSFEFTS
SH S SHHH SSSSS SSSSS HHHHH SSSSSSSS S
D E F
APELIYIEQGNGITGMMIPGCPETYesgsqgfgggederireqgsrkfgmrgdr fQDQHQKIRHLREGD
SSSSSSS SSSSSSS H H HHHHHSSSSSS
G H I J
IFAMPAGVSHWAYNNGDQPLVAVILIDTANHANQLDKNFPTRFYLAGKPQQOEHSgehgfsresrrgerN
SSSss SSSSSS SSSSSSSSS H SSSSSS HH SS
hil h2 h3 J’
TGNIFRGFETRLLAESFGVSEEIAQKLQAEQDDRGNIVRVQEglhvikppsraweereqgsrgsrylpn
SSS HHHHHHHH HHHHHHHH SSSSSS SSS HHHHHHH

Fig. 3.12. Compararea structurilor secundare,
prezente real In structura cristalind pdb|3qac a globulinei 11S din amarant Amaranthus
hypochondriacus (S — B-strendurile, H — a-helixurile) cu rezultatele modelarii structurilor
secundare ale acestei proteine, utilizand programul SSPRO 8. Cu bold sunt evidentiate regiunile
care coincid. Literele mici corespund regiunilor nestructurate din structura cristalind pdb|3qac.

O alta dovadd in favoarea metodei de modelare omoloagd sunt rezultatele determinarii
deviatiei standard (RMSD) a atomilor C* la suprapunerea spatiald a structurilor tertiare ale
subunitatilor ginnacinei si altor globuline 11S. In mod natural, valoarea RMSD cea mai mici (0,32
A pentru 368 atomi C* suprapusi) a fost obtinutd prin compararea structurii model al ginnacinei
cu structura matritei, globulina 11S din amarant Amaranthus hypochondriacus (Figura 3.8). La
suprapunerea structurii ginnacinei si tuturor celorlalte globuline 118 cu structura tertiara cunoscuta
in pereche (Tabelul 3.2.) valorile medii ale RMSD sunt destul de scizute (0,98+0,07 A pentru cei
35246 atomi C* suprapusi).

Legitatile proteolizei limitate a ginnacinei se datoreaza structurii sale. Trei regiuni
extinse 1n a-catenele globulinelor 11S sunt potential sensibile la atacul proteolitic [2]: a — intre -

strendurile £’ si F'; b — intre B-barrel si grupul de a-helixuri; ¢ — regiunea C-terminald (Figura
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3.8b). Fiecare dintre regiunile a, b si ¢ in structura cuaternard model a ginacinei contine resturi de
aminoacizi cu accesibilitate sporitd la solvent (Figura 3.9), care corespund specificitatii de substrat
a papainei [105].

Bucla dintre B-strendurile £’ si F' in structura ginnacinei este insensibila la actiunea
papainei, deoarece in produsele de hidroliza a ginacinei (Figura 3.4) sunt absente fragmentele cu
masa moleculara mai mica de 20 kDa, care corespund jumatatii N-terminale a B-barrel-ui (j-
strendurile A"-E’, Figura 3.10). In mod similar, aceasta bucla este insensibila la atacul papainei in
globulinele 11S din soia [9] si din dovleac [10].

Proteoliza globulinelor 118 [2, 15, 43, 50, 102], inclusiv globulinelor 11S din soia si din
dovleac [9, 10] incepe cu scindarea regiunii C-terminale a a-catenelor. Probabil, ginnacina nu este
o exceptie de la aceasta reguld, asa cum reiese din aparitia fragmentelor intermediare F1 in stadiile
initiale ale proteolizei (Figura 3.4).

S-a aratat, ca proteoliza ulterioard a a-catenelor globulinelor 11S din soia si din dovleac cu
papaind duce la scindarea buclei extinse intre B-strendul J si a-helixurile #7-A3 [9, 10] (Figura
3.10). In structura model a ginnacinei aceasti bucla contine restul Gly182 cu accesibilitate sporita
la solvent si, prin urmare, cu sensibilitate crescuta la atacul papainei (Figura 3.9). Clivajul legaturii
peptidice Gly182-Alal83 in timpul hidrolizei ginnacinei cu papaina este foarte probabil, deoarece
masa moleculara calculata a fragmentului Argl-Gly182 (20,2 kDa) este aproape de valoarea
obtinutd experimental (masa moleculara aparenta a fragmentului final F3 21,1 kDa, Figura 3.4).

In timpul hidrolizei ginnacinei cu papaini, precum si a globulinelor 11S din soia si din
dovleac [9, 10], regiunea scindabila dintre a-helixurile 4#7-A3 si B-strendul J' este distrusa cu
formarea produselor cu masa moleculara mica, care nu pot fi detectate prin electroforeza (Figura
3.4). Acest lucru duce la schimbari semnificative in structurd, datoritd carora ginnacina obtine
sensibilitate la proteoliza ,,una cate una”. Astfel, proteoliza limitatd a ginacinei, precum si a
globulinelor 118 din soia si din dovleac [9, 10] joaca un rol de reglare, protejand aceste proteine

de degradarea masiva prematura.

Rolul de reglare al proteolizei limitate s-a format in stadiile timpurii ale evolutiei
globulinelor 11S din seminte. Secventele de aminoacizi ale globulinelor 11S din seminte din
afara regiunile variabile a, b si ¢ (Figura 3.8 si 3.9) sunt foarte conservative, inclusiv in regiunea
structurala a a-helixurilor 4#7-A3 si a B-strendului J' [28]. Eventual, aceasta regiune este capabila
de degradare in timpul proteolizei nu numai a globulinelor 11S din ginkgo, soia si dovleac, dar si

a altor proteine din aceasta familie.
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Pentru a verifica aceastd ipoteza, s-au comparat secventele de aminoacizi ale a-catenelor
ginnacinei si tuturor globulinelor 118 cu structura tertiara cunoscuta. Asa cum rezulta din Tabelul
3.2, accesibilitatea la solvent a regiunii a-helixurilor #7-h3 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), care este insensibild
la proteoliza limitata [2]. Acest fapt evidentiaza capacitatea potentiala a acestei regiuni de a scinda

profund in timpul proteolizei globulinelor 118S.

Tabelul 3.2. Accesibilitatea la solvent si legiaturile de hidrogen intersubunitare

in oligomerii globulinelor 11S.

Regiunea structurii
Specia pdb| ASA, A? H-legaturi
B—-E| hl-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 12.9 339 11 11
Glycine max 2d5h* | 134 34.7 9 12
Glycine max Ifxz* | 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 | 13.8 36.7 13 10

Nota: ASA — suprafata accesibila la solvent, in medie, a unui rest de aminoacid in jumatatea N-
terminald a B-barrelui (B-strendurile B-E) si in regiunea a-helixurilor 417, A2, h3 si B-strendului J'
(h1-J"). H-legaturi — numarul legdturilor de hidrogen, formate cu participarea resturilor de
aminoacizi din regiunea B-strendurilor 4-J si din regiunea C-terminala (o-helixul //-B-strendul
J"). Asterixul indica globulinele 11S cu structurd cuaternara stabilita experimental.

Identificarea legaturilor de hidrogen intersubunitare in structura cuaternard a globulinelor
11S (Tabelul 3.2), realizata in acest studiu si anterior [7, 9], aratd ca pana la jumatate din aceste
legaturi se formeaza cu participarea resturilor de aminoacizi din interiorul regiunii C-terminale a
subunitatii A din afara regiunii B-barrel-p-strendul J.

Se pare, ca aceste legaturi sunt capabile de distrugere in timpul proteolizei nu numai ginacinei

(Figura 3.11) si globulinelor 11S din soia si din dovleac [9, 10], dar si a altor globuline 11S cu
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structura cuaternara cunoscuta din cauza distrugerii regiunii a-helixul 4 /-B-strendul J' (Figura 3.12).
Ca urmare interactiunile intersubunitare devin semnificativ slabite, iar globulinele 11S dobandesc
capacitatea unei disocieri reversibile, care expun legaturile peptidice, potential sensibile la

proteoliza, dar mascate in moleculele native [96].

Rolul specific al restului de aminoacid GInl55 in formarea interactiunilor
intersubunitare in structura globulinelor 11S. Atrage atentia restul GInl55 din partea C-
terminald a B-barrelui intre B-strendurile / siJ ale subunitétii A, care formeaza pana la cinci legéturi
de hidrogen (Figura 3.13 si 3.14) cu aminoacizii din regiunea [-barrelui al subunitétii B (Figura

3.15).

Fig. 3.13. 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 subunitdtii A, eliminata in
timpul proteolizei limitate (partea Intunecatd a diagramei) si la doud regiuni corespunzatoare ale
subunitatii B. Resturile de aminoacizi, implicate in formarea legéturilor de hidrogen (distanta
2,3-3,4 A), sunt aritate prin sfere.
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Ar trebui stipulat, cd termenul "GIn155" este utilizat, In mod conventional, in continuare
pentru a desemna resturile de Gln, care coincid dupd pozitia lor in alinierea multipld vastd a -

catenelor globulinelor 118S.
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Fig. 3.14. Numarul legaturilor de hidrogen dintre subunitatile A si B, formate cu
participarea aminoacizilor subunititilor A ale globulinelor 11S cu structura cuaternara
cunoscuta, in regiunea pB-barrel-p-strand J (simbolurile albe) si dincolo (simbolurile negre).
Pe ordonata — numarul mediu de legaturi de hidrogen pe subunitate. Numerotarea resturilor de
aminoacizi pe abscisa corespunde globulinei 11S 1fxz din soia in alinierea multipla ale
secventelor de aminoacizi ale globulinelor 11S 1fxz, 2d5h, 31z3, 3kgl si 3ksc (Tabelul 3.2).

T446
N389

o N R

Q426

Fig. 3.15. Legaturile hidrogen (linii punctate) intre restul de aminoacid GIn155 al
subunitatii A si resturile Asn389, GIn426 si Thr446 ale subunitatii B in structura
cuaternara a globulinei 11S 2d5h din soia.
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Fig. 3.16. Restul de aminoacid GIn155 din regiunea dintre p-strendurile 7 si J ale
subunitatii A unit prin legaturi de hidrogen cu resturile Asn389, GIn426 si Thr446 din
structura subunitatii B a globulinei 11S 2dSh din soia.

Analiza secventelor de aminoacizi ale globulinelor 11S, cu ajutorul programului BLAST
utilizadnd in calitate de sablon secventa ginnacinei si globulinei 11S 1fxz din soia, aratd un nivel
ridicat de conservatism in regiunile structurilor primare ale acestor proteine, prezentat in Figura
3.17. Astfel, restul de aminoacid GIn155 dintre B-strendurile 7 si J, mentionat mai sus (Figurile
3.14-3.16), este invariabil in toate globulinele 118, de la Ginkgo biloba pana la Helianthus annuus
evolutiv avansat. Resturile Asn si Asn/His (dintre B-strendurile C si D), Gln (dintre -strendurile
G si H) si Thr (B-strendul /) din domeniul C-terminal al subunitatii B sunt practic invariabile (mai
putin de 3% substitutii) (Figura 3.17). Prin urmare, se poate presupune ca cel putin in multe
globuline 118, restul invariabil GInl55 al subunitatii A joacd un rol important in formarea
interactiunilor intersubunitare, formand pana la cinci legaturi de hidrogen cu trei resturi de
aminoacizi dintr-o regiune vasta a B-barrelui (B-strendurile CDEFGHI ale subunitatii B). Eventual,
aparitia acestor legaturi este o etapa initiald necesara in formarea structurii trimerice a globulinelor

11S.
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GIn155

l ¢ D E F G H I
2d5h NQLD @NANSVIYVTRGKGRVRVVNCQGNAVFDGELRRGQLLVVPQNFVVAEQGGEQGLEYWFKTH
1fxz NQLD NLNANSIIYALNGRALIQVVNCNGERVFDGELQEGRVLIVPQNFVVAARSQSDNFEYVSFKTN
3ksc NQLD NLNANSIIYALKGRARLQVVNCNGNTVEDGELEAGRALTVPQNYAVAAKSLSDRFSYVAFKTN
3fz3 NQLD NVNAHSVVYVIRGNARVQVVNENGDAILDQEVQQGQLFIVPQNHGVIQQAGNQGFEYFAFKTE
3kgl NQLD NANANAVLYVTDGEAHVQVVNDNGDRVFDGQVSQGQLLSIPQGFSVVKRATSEQFRWIEFKTN
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Fig. 3.17. Alinierea secventelor de aminoacizi ale globulinelor 11S cu structura cuaternara
cunoscuta (Tab. 3.2),inconjuratd de restul de aminoacid conservativ GIn155 al subunitatii A,
care formeaza legaturi de hidrogen cu resturile subunitatii B dintr-o regiune larga de structuri

secundare (pB-strendurile C-/). Structurile secundare ale globulinei 11S 2d5h din soia sunt
subliniate.

Remarcam, ca pentru prima datd este descrisa specificitatea neconditionatd a restului
GIn155 din punctul de vedere al participarii sale la stabilizarea interactiunilor intersubunitare in

structura cuaternara a globulinelor 118S.

3.3. Concluzii la capitolul 3.
Rezultatele acestui studiu indica faptul ca:
1. Ginnacina nativa este insensibila la proteoliza ,,una cate una”.

2. Scindarea profunda a ginnacinei prin mecanismul ,,una cite una” incepe abia doar dupa
atingerea unui anumit nivel al proteolizei limitate. Astfel, proteoliza limitata a ginnacinei are rolul
de reglare, initiind degradarea masiva a acestei proteine prin mecanismul ,,una cate una”. Prin
urmare rolul proteolizei limitate in initierea degradarii profunde a globulinelor de rezerva din
seminte (in vivo si in vitro) a aparut la nivel evolutiv Ginkgophyta, reprezentantii stravechi ai

spermatofitelor.

3. Capacitatea globulinelor 11S din seminte de a degrada masiv prin mecanismul ,,una cate
una”’, dobandita numai dupa finalizarea proteolizei limitate relativ profunde, a aparut in stadiile
incipiente ale evolutiei acestor proteine (Figura 3.7), ale caror structuri primare si superioare sunt
foarte conservative [2, 37]. Prin urmare, se poate presupune ca rolul de reglare al proteolizei
limitate in initierea degradarii profunde a globulinelor 11S s-a pastrat in timpul evolutiei la

proteinele din familia leguminelor.
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4. PROTEOLIZA CA MODALITATE DE REDUCERE A ALERGENICITATII
GLOBULINELOR DE REZERVA DIN ARAHIDE

In prezent, pani la 30% din populatia lumii sufera de boli alergice, dintre care o parte
importanta este alergia alimentard. Alergene sunt multe proteine de rezerva din seminte, in special
globulinele de rezerva din arahide si din soia, utilizate pe scara larga in industria alimentara. Dupa
cum rezultd din analiza datelor din literatura (capitolul 1), modalitatea de reducere a nivelului de

alergenicitate a globulinelor de rezerva din seminte poate fi proteoliza lor limitata.

4.1. Materialul si metodele de cercetare

Izolarea si purificarea globulinelor 7S si 11S din arahide. Pentru izolarea alergenului
7S, Ara hl si alergenului 11S, Ara h3 fdina degresatd din cotiledoanele de arahide (Arachis
hypogaea L.) a fost extrasa cu solutia tampon A (0,05 M Tris-HCI, pH 8,0, NaN3 0,02%, EDTA 1
mM). Ara hl si Ara h3 din extract au fost precipitate cu sulfat de amoniu. Precipitatele obsinute
au fost dizolvate in 3,0 M NaCl in solutia tampon A si apoi solutiile au fost introduse Intr-o coloana
(2,6 x 9 cm) cu fenil-Sepharose CL-4B (Pharmacia Biotech, Suedia), echilibrata cu 3,0 M NaCl in

solutia tampon A.

Proteoliza globulinelor 7S si 11S. Preparatele purificate de globulina 7S si 11S au fost
hidrolizate cu papaina si tripsind (Sigma Life Science, SUA) la 30°C. Amestecul de reactie a
continut 5 mg/ml substrat si 50 pg/ml enzima (in cazul globulinei 7S) si fie 5 pg/ml sau 10 pg/ml
enzimd (In cazul globulinei 11S) in solutia tampon B (0,05 M Tris-HCI pH 8,0, ajustat cu NaCl la
puterea ionicda 0,5, contindnd 0,02% NaN3). Reactia a fost stopatd prin adaugarea acidului
tricloracetic (ATA) pani la concentratia finald de 5%. In unele cazuri, reactia a fost stopata prin
adaugarea E-64 (trans-epoxysuccinnyl-L-leucylamido-(4-guanidino)butan, Sigma, Life Science,
SUA) panad la concentratia finald de 10 uM, si hidrolizatele au fost cercetate prin gelfiltrare pe
Sephacryl S-300 High Resolution (Pharmacia Biotech, Suedia) in solutia tampon B (coloana de
0,9 x 75 cm).

Electroforeza si analiza electroforegramelor. Produsele macromoleculare ale proteolizei
cu papaina si tripsind au fost cercetate prin SDS-PAGE (electroforeza in gel de poliacrilamida a
proteinei disociate cu dodecilsulfat de sodiu) in gel de 15%, in prezenta si absenta 2-

mercaptoetanolului (ME), in sistemul tampon Laemmli [106]. Au fost folositi markerii moleculari
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PageRuler, Thermo Scientific (Lituania). Electroforegramele au fost scanate (ImageScanner III,

GE Healthcare) si au fost analizate cu ajutorul programei Phoretix 1D Gel Analzsis v.5.10.

Modelarea structurii cuaternare si metodele de analizi computerizati. Modelarea
omoloaga a structurii tertiare si cuaternare a globulinelor 7S si 11S din arahide a fost realizata cu
ajutorul programei SWISS-Model [91, 92], folosind ca matrita structura cristalind a subunitatii
sale pdb|3s7e si pdb pdb|3c3v, respectiv.

Progamul SDAP pentru a cauta si caracteriza alergenii 7S si 118S.

Programa DeepView/Swiss-PdbViewer v.3.7 a fost utilizatd pentru construirea
diagramelor panglica ale structurii tertiare ale Ara hl si Ara h3, si pentru alinierea structurala a
globulinelor 7S. Alinierea secventelor complete ale globulinelor 7S a fost realizatd folosind
programa Clustal Omega.

Suprafata unui rest aminoacid X din structura proteinei accesibild la solvent (ASA),

exprimatd in A% a fost determinatd cu ajutorul programei http:/cib.cf.ocha.ac. jp/bitool/ASA/.

Valoarea relativd a ASA a fost exprimata in % din accesibilitatea restului X in tripeptida GXG.
Analiza ASA a fost realizata utilizand structura model a trimerului Ara hl si a hexamerului Ara

h3.

Identificarea punctelor de scindare probabile ale Ara hl in timpul proteolizei s-a
efectuat asa cum s-a descris anterior, utilizand rezultatele electroforezei (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
corespunzdtoare), precum si urmatoarea informatie de mai jos.

1. Rezultatele compardrii structurilor tertiare ale Ara hl si altor globuline 78S si ale Ara h3
si altor globuline 11S, a caror proteoliza limitata este descrisa [96], permit a priori determinarea
pozitiei celor mai probabile regiuni de scindare ale Ara hl. Accesibilitatea sporita la solvent a
acestor regiuni in structura Ara hl si altor globuline 7S si in structura Ara h3 si altor globuline 11S

2. Punctele de clivare estimate in regiunile potential sensibile ale moleculei Ara hl si Ara
h3 trebuie s corespunda specificitatii primare de substrat a papainei [105] (resturile Arg, Lys, Leu
si Gly 1n pozitia P1 1n absenta restului Val in pozitia P1') si tripsinei [105] (resturile Arg, Lys in

pozitia P1 in absenta restului Pro in pozitia P1')
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Exista doud variante ale subunitatilor Ara hl din semintele de arahide (P43237 si P43238),
ale caror moleculele mature aproape nu se deosebesc una de alta dupa masa moleculara (respectiv,
61,6 si 62,0 kDa) si similare dupd secventa (mai putin de 3% din substitutii neconservative si
deletii). In aceasta lucrare, pentru determinarea maselor moleculare ale fragmentelor am folosit

secventa P43238, cea mai detaliat studiata varianta a Ara hl.

4.2. Izolarea si purificarea globulinei 78S.

In timpul salifierii globulina 7S, spre deosebire de globulina 118, precipita la o concentratie

relativ ridicatd a sulfatului de amoniu (fractia 70-100% de saturatie, Figura 4.1).
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Fig. 4.1. SDS-PAGE extractului brut din semintele de arahide (pista 1) si fractiile
precipitate cu sulfat de amoniu in intervalul de concentratie (in % de saturatie):
0-50% (pista 3), 50-70% (pista 5) si 70-100 % (pista 6). Pistele 2 si 4 aratd compozitia
proteinelor din supernatant la concentratia de sulfat de amoniu de 0-50% (2) si 50-70% (4) de
saturatie.

La cromatografia ulterioara pe coloana cu fenil-Sepharose CL-4B (Figura 4.2a), dupa
indepartarea fractiei neadsorbite in conditiile initiale (3M NaCl), globulina 7S este eluata la

concentratia NaCl 2 M (Figura 4.2b).
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Fig. 4.2. Cromatografia pe coloana cu fenil-Sepharose CL-4B (a) si SDS-PAGE (b) a
preparatului de globulina 7S din arahide, partial purificat prin salifiere cu sulfat de amoniu.
Linia orizontala indica regiunea de eluare a globulinei 7S. / — preparatul, partial purificat prin
salifiere; 2 si 3 - fractiile eluate la cromatografia cu NaCl 1M si respectiv NaCl 2M.

4.3. Proteoliza limitata a Ara hl, globulina 7S din arahide

Structura globulinei 7S din arahide si regiunile secventei sale de aminoacizi potential
sensibile la atacul papainei. Cu cateva exceptii, cele doua variante ale structurii subunitatii Ara
hl1, globulina 7S din arahide (pdb|3s7e [30] si pdb|3smh [31]), sunt tipice pentru globulinele de
rezervd 7S din seminte, de tipul convicilinelor, care contin in molecula matura prelungirea N-
terminala nestructurati cu o sensibilitate crescutd la atacul proteolitic [102]. In subunitatea o' a
globulinei 7S din soia, similard dupa structura primara cu Ara hl, prelungirea N-terminala este cea
mai sensibila la proteoliza limitatd cu tripsina si este complet eliminata deja in stadiile initiale ale
reactiei dupa scindarea legaturilor peptidice cu participarea restului de arginind din regiunea C-
terminala a acestei prelungiri [15]. In aceeasi regiune structurald a Ara hl restul Arg87 formeazi
o legatura peptidica cu restul Asn88 (Figura 4.3), care are o accesibilitate sporita la solvent (97%).
In conformitate cu aceste observatii, este probabil, ca actiunea initiald a papainei asupra Ara hl

duce la scindarea legaturii Arg87-Asn88, eliminand complet prelungirea N-terminala.
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Fig. 4.3. Diagramele panglica ale structurii tertiare ale domeniilor N-terminal (a) si C-
terminal (b) in subunititile globulinei 7S, Ara hl, din arahide [113]

Liniile punctate arata regiunile nestructurate ale subunitatilor, potential sensibile la proteoliza
limitata: a - extensia N-terminald; b - bucla intre a-helixul /43 si B-strendul J' al domeniului N-
terminal; ¢ - linkerul interdomeniu; d - bucla intre B-strendurile £ si ' a domeniului C-terminal;
e - extensia C-terminald. Resturile Lys si Arg in pozitia P1 a legaturii peptidice, care probabil
sunt scindate de papaina in subunitatile Ara h1, sunt notate cu sageti. Liniile groase arata pozitia
epitopilor IgE 4-9 (regiunea a) si 13 (regiunea b), care sunt scindate la hidroliza cu papaina

Una din caracteristicile specifice ale Ara hl este prezenta in molecula sa nu doar a prelungirii

N-terminale, ci si a prelungirii C-terminale nestructurate relativ extinse (regiunea e, Figura 4.3),
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in portiunea N-terminald a careia este prezent restul Arg502 cu o accesibilitate sporitd la solvent.
Prin urmare, legdtura peptidica Arg502-Pro503 este potential sensibild la atacul papainei.
Scindarea estimata a legaturilor Arg87-Asn88 si Arg502-Pro503, care elimina atat prelungirea N-
terminald, cat si C-terminala, trebuie sa fie insotitd de formarea fragmentului cu o masa moleculara

de 47,2 kDa ( fragmentul /, Tabelul 4.1).

Proteoliza globulinei 7S din arahide cu papaini. 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 predomind cantitativ in etapele initiale ale reactiei, cu o probabilitate ridicata corespunde

secventei Asn88-Arg502 (Tabelul 4.1) [114].

Tabelul 4.1 Legaturi peptidice scindate de papaina din subunitatile Ara h1.

Masa moleculara, kDa
Nr. | Regiunea de secventa
Prezisa | SDS-PAGE

1 a-e N88-1502 47.17 48.7*

2 a-d r54-r395 39.06 39.6

3 a-d N88-r395 35.08 35.5

4 | a-c¢ N88-k302 24.70 25.6

5 c-e g303-r502 22.48 24 5%

6 | a-b N88-1272 21.40 21.0

7 | a-b R97-r264 19.25 19.4

8 b-d s273-r395 13.70 14.0

9 | d-er396-r502 12.10 12.8*
10 | d-e e412-r502 10.14 11.7%
9a | c-d g303-r411 12.36 12.8

Nota: Literele mici arata resturile de aminoacizi, care apartin regiunii nestructurate a cel putin
uneia dintre subunitati. Numerotarea resturilor de aminoacizi corespunde moleculei mature a Ara
hl [16]. Asterixurile indica masele moleculare aparente, ceva mai mari datoritd prezentei in
fragment a restului de Asn437 glicozilat.

Orice alte cai alternative de formare a fragmentului / cu masa moleculard de aproximativ
49 kDa sunt practic imposibile, deoarece sunt asociate cu scindarea legaturilor peptidice din
regiunile structural organizate inaccesibile ale moleculei. De mentionat cd masa moleculard

aparentd a fragmentului / este putin exageratd din cauza ca restul de Asn437 din regiunea C-
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terminald a Ara hl este glicozilat. De exemplu, in produsele de proteolizd a subunititii B a
globulinei 7S din soia masa moleculara aparenta a fragmentelor, care contin un rest de asparagina
glicozilata, este marita cu 1,9-2,0 kDa [14].

Originea majoritatii celorlalte fragmente Ara hl (Figura 4.4) poate fi descrisd cu o prima
aproximare (Figura 4.5), reiesind din masele moleculare aparente obtinute conform electroforezei
(Tabelul 4.1) si din ipoteza formarii lor 1n rezultatul scindarii In regiunile nestructurate a, b, d si e
(Figura 4.3), regiuni potential sensibile la proteolizd. Fragmentul 2 este format in paralel cu
fragmentul / in rezultatul clivarii n regiunea d si Indepartarii initiale incomplete a regiunii N-
terminale a prelungirii a. Fragmentul 3 este format din fragmentul / (clivarea aceleiasi regiuni d)
si din fragmentul 2 dupd inlaturarea restului prelungirii N-terminale a. Fragmentele 6 si § sunt
formate din fragmentul 3 in rezultatul scindérii in regiunea b. Fragmentul 7 este format din
fragmentul 6 in legiturd cu scurtarea N-terminala si C-terminala. In final, fragmentul /0 este

format din fragmentul 9 datorita scurtarii N-terminale.
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Fig. 4.4. SDS-PAGE a alergenenului 7S, Ara hl, in timpul hidrolizei cu papaina
Linia de jos aratd timpul de reactie (h). Pe partea stanga sunt indicate masele moleculare ale
markerilor. Pe dreapta este aratatd numerotarea fragmentelor.
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Fig. 4.5. Schema ipotetica de formare a fragmentelor Ara h1 in timpul
hidrolizei cu papaina
Linia de sus arata structurile secundare in secventele subunitatilor.

Calea ipotetica de formare a fragmentelor de mai sus este descrisd in concordantd cu
prezenta in sectoarele presupuse de scindare a resturilor de aminoacizi cu o accesibilitatea sporita
la solvent (Figura 4.3), care corespund specificitatii de substrat a papainei [105].

Lungimea regiunii b, potential sensibila la proteolizd, In domenul N-terminal a Ara hl,
reprezinta Incd una dintre particularitatile sale individuale, care si determind modul de formare a
fragmentelor polipeptidice 6, 7 si 8§ descrise mai sus. Astfel, in subunitatile globulinei 7S din soia
regiunea corespunzdtoare este relativ scurta si insensibild la actiunea papainei si tripsinei. Prin
urmare, proteoliza In partea centrala a subunitétilor o' si 3 ale globulinei 7S din soia se limiteaza
la scindarea linkerului interdomenic [14, 15] (corespunzand regiunii ¢ din subunitatile Ara hl).

In structura Ara hl in regiunea c¢ sunt prezente resturi de aminoacizi cu o accesibilitate
sporitd la solvent (Figura 4.3). Prin urmare, este posibil ca fragmentele 4 si 5 nementionate anterior
sunt formate din fragmentul /, dupa clivarea legaturii Lys302-Gly303 din partea centrala a regiunii
c. Evident cd fragmentele 4 si 5 (ca si fragmentul /) sunt intermediare, deoarece secventele lor
contin regiunile sensibile b si d, respectiv. Clivajul in aceste zone poate duce la aparitia unor
cantitati suplimentare ale fragmentelor finale 7 si /0 si la aparitia fragmentului 9a (Tabelul 4.1 si
Figura 4.5), similar dupa mobilitate cu fragmentul 9.

Se pare ca existd doud cai independente de proteolizd a Ara hl, datoritd clivajului

preferential in etapele initiale ale procesului de una dintre cele doua regiuni nestructurate (regiunea
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b sau regiunea c, Figura 4.3 si 4.5) potential sensibile la atacul proteolitic. Ar trebui mentionat
faptul ca in oligomerul pdb|3smh accesibilitatea la solvent a acestor zone intr-o varietate de
subunititi nu este aceeasi. In plus, regiunea ¢ poate fi considerati nestructuratd conditional,
deoarece oricare dintre resturile de aminoacizi ale acestei regiuni sunt depistate Tn componenta
structurii cristaline a unei sau altei subunitati pdb|3smh. Astfel, disponibilitatea potentiala la atacul
proteolitic a regiunilor b si ¢ in diferite subunitati ale oligomerului Ara hl poate fi inegald, ceea
ce determind un mod particular de proteoliza a acestora.

Posibilititi de reducere a alergenicititii Ara hl prin proteoliza limitati. Pe baza
scenariului ipotetic de mai sus (Figura 4.5) si pozitiei epitopilor IgE identificati in subunitétile Ara
h1 [77], poate fi evaluat potentialul de a reduce alergenicitdtea acestei proteine prin proteoliza sa

limitata cu papaind (Figura 4.6).
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Fig. 4.6. Secventa de aminoacizi a globulinei 7S, Ara hl, din arahide
Literele mici prezinta regiunile nestructurate in structura cristalind a Ara hl (pdb|3smh).
Resturile de aminoacizi din regiunile nestructurate, care corespund specificitétii de substat a
papainei [105] sunt subliniate. In fiecare rind cifrele de jos corespund pozitiei epitopilor IgE 4-
21, identificati in molecula maturd Ara hl [77]; cifrele de sus corespund numarului restului de
aminoacid in pozitia P1 a legaturii peptidice scindate de papaina.
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In subunitatea globulinei 7S din arahide Ara hl, care se caracterizeazi prin cea mai mare
alergenicitate dintre globulinele de rezerva din seminte, s-a relevat prezenta a 21 de epitopi IgE
[77]. Epitopii IgE 1-3 apartin secventei N-terminale a subunitatii Ara hl, eliminate in timpul
procesingului proteolitic [16]. A treia parte a celor 18 epitopi ramasi in molecula maturd a Ara hl
(epitopii IgE 4-9, Figura 4.7) apartin regiunii N-terminale nestructurate a si sunt eliminati la
actiunea initiala a papainei. Aceastd zona este bogata in resturi de arginind si aparent este distrusa
rapid cu formarea peptidelor scurte, ceea ce ar trebui sa 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 in alte subunitati ale acestei proteine: indicii PD corespunzatori nu depasesc 2,5
molecule hetero-oligomere a globulinei 7S din arahide, datoritd indepartarii a mai mult de o treime
din epitopii IgE.

Trebuie remarcat faptul, cd accesibilitatea relativ sporita la solvent a regiunii a-helixurilor
hl-h3, care este de 3,5 ori mai mare decat ASA restului domeniului N-terminal al Ara hl. Prin
urmare, este tentant sa Incercdm sa gasim conditii pentru proteoliza limitatd, care distrug aceasta

regiune potential sensibila a a-helixurilor, unde sunt prezenti epitopii IgE 11 si 12 (Figura 4.6).

Epitopi IgE potentiali in secventele alergenilor 7S. Probabilitatea prezentei epitopilor
IgE, similari celor identificati in Ara hl, in secventele alergenilor 7S din alte plante poate fi
apreciat cantitativ cu ajutorul indicelui PD ((Property-Based Peptide Similarity Index for Two
Sequences) [119]. Odata cu cresterea diferentelor intre portiunile secventelor comparate ale Ara
hl si a altor proteine, valoarea indicelui PD creste de la zero (secventele sunt identice) pina la
valoarea maxima egald cu 10, mai sus de care prezenta epitopilor IgE corespunzatori in proteina
cercetatd este putin probabila [119].

Conform acestei evaluari, epitopii 4-9 (prelungirea variabila N-terminald) si 13-14 (Figura
4.3 s1 4.6) sunt specifici numai pentru Ara hl. Secventele tuturor celorlalti epitopi ai Ara hl sunt
omoloage si structural echivalente cu epitopii potentiali (PD de la 1,91 pina la 6,07), descoperiti
in alti alergeni 7S. In plus, epitopii 16-20 ai Ara hl coincid la alinierea structurali cu o portiune
larga a domeniului C-terminal al alergenului 7S din linte Len ¢ 1.0101, unde au fost identificate

patru secvente suprapuse ale epitopilor IgE [78].
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La utilzarea in calitate de matrice a fiecdruia dintre epitopii Ara hl, cele mai mici valori
ale indicelui PD au fost obtinute preponderent pentru alergenii 7S din patru specii de plante - soia,
linte, lupin si mazare furajera. Acelasi grup de plante cu cea mai mare alergenicitate potentiald
este detectatd prin compararea valorilor medii ale indicelor PD, obtinute pentru alergeni 7S din
noui specii de plante (Figura 4.7. A). In cele din urma, acelasi grup de alergeni 7S formeazi un
cluster comun cu Ara hl, la o analiza filogeneticd a secventelor complete ale domeniilor
alergenilor 7S. (Figura 4.7). Astfel, imunoreactivitatea Incrucisata intre alergenii 7S din arahide si

alte plante (in special, soia), apropiati dupa structura primara, este foarte probabila.
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Fig. 4.7. Valorile medii ale indicelui PD obtinute prin compararea secventelor
regiunilor omoloage ale epitopilor 10-12 si 15-21 ai Ara h1 si alergenilor 7S ai altor plante
(A), si analiza filogenetica a secventelor domeniilor (418 pozitii de aliniere) alergenilor 7S
(B). Numerele de sus ale ramurilor dendrogramei corespund suportului statistic al clusterelor (%

din 1000 replicatii).

4.4. Izolarea si purificarea globulinei 11S.

La SDS-PAGE, in prezenta 2-mercaptoetanolului, proteinelor extractului brut din
semintele de arahide, se observa cinci benzi principale ale globulinelor de rezerva: banda
globulinelor 7S, grupul din trei benzi ale a-catenelor globulinei 118 si banda -catenelor globulinei

11S (Figura 4.8). Partea principala a globulinei 118 se precipita in intervalul de
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concentratie a sulfatului de amoniu 30-40% de saturatie (pista 4). Aceasta fractie a fost utilizata
pentru purificarea ulterioard a globulinei 118S.

Cea mai mare parte a impuritatilor de globulind 7S se precipita la o concentratie de sulfat
de amoniu peste 50% de saturatie. La SDS-PAGE, in absenta 2-mercaptoetanolului, in extractul
brut si in fractiile sale a- si B-catenele globulinei 11S, unite printr-o legatura disulfurica formeaza

benzi similare dupa mobilitate cu banda globulinei 7S (Figura 4.7, pistele 6-9).
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Fig. 4.7. SDS - PAGE a extractului brut din semintele de arahide (pistele 1 si 6) si fractiile
precipitate cu sulfat de amoniu in intervalul de concentratie (in % de saturatie)
0-20% (pistele 2 si 6), 20-30% (pistele 3 si 7), 30-40% (pistele 4 si 8) s1 40-50% (pistele 5 s19)
in prezenta (pistele 1-5) si in absenta (pistele 6-9) 2-ME.

La cromatografia hidrofoba pe fenil-Sepharose CL-4B a preparatului de globulind 118,
partial purificat prin salifiere, dupa indepartarea fractiei care nu a fost adsorbita in conditiile initiale
(NaCl 3,0M), elutia ulterioard s-a efectuat prin micsorarea consecutiva a concentratiei de NaCl

(Figurile 4.8 s14.9). Fractia 4, eluatd la concentratia de NaCl 0,5 M, a fost utilizata pentru studiul

ulterior.
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Fig. 4.8. Cromatografia pe fenil-Sepharose CL-4B a preparatului de globulina 118,
partial purificat prin salifiere cu sulfatului de amoniu (fractia 30-40% de saturatie)
1-4 — fractiile cercetate prin electroforeza. Fractia 4 a fost utilizata pentru studiul ulterior.
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Fig. 4.9. SDS-PAGE a preparatului de globulina 118, partial purificat prin salifiere cu
sulfatul de amoniu (pistele 1 si 6) si fractiile eluate prin cromatografie pe fenil-Sepharose
cu NaCl 1M (fractia 1-pistele 2 si 6, fractia 2-pistele 3 si 7, fractia 3-pistele 4 si 8) si NaCl 0,5M
(fractia 4-pistele 5 si 9) in prezenta (pistele 1-5) si In absenta (pistele 6-9) 2-ME.

4.5. Proteoliza limitata a Ara h3, globulina 11S din arahide.

Structurile primara si superioare ale globulinei 11S din arahide, Ara h3. Alergenul
Ara h3 din arahide apartine familiei globulinelor 11S din seminte, relativ conservativa [38].

Structura hexamerica a globulinelor 11S este formata printr-o combinatie aleatorie a mai multor
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variante de subunitdti (nu mai putin de opt, in cazul globulinei 11S din arahide [116]). 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 B-barrel format din opt B-strenduri antiparalele de baza (BCDEFGHI) si o
serie de B-strenduri suplimentare, legate cu o grupa de a-helixuri 47, h2 si h3 (Figura4.10 si 4.11).
Domeniile C-terminale sunt conservative, in timp ce domeniile N-terminale contin trei insertii
hidrofile nestructurate: / - intre strendurile £ si F, 2 — intre B-barrel si grupul de a-helixuri si 3 -
linkerul interdomenic alungit (Figura 4.12) [116].

In Ara h3, legumina din arahide, au fost identificati patru epitopi IgE [80] (Figura 4.11):
primul epitop in regiunea N-terminald a -barrelui (B-strendul 4 si a-helix 40), al doilea si al treilea
epitop, respectiv in regiunea a-helixului 27/42 siin regiunea adiacenta B-strendului J', si al patrulea
epitop in regiunea hidrofild C-terminala. De remarcat ca trei dintre cei patru epitopi IgE din Ara

h3 sunt localizati in regiunea C-terminala a a-catenei, in afara -barrel-ui.

ISFROOPEENACQFQRLNAQRPDNRIESEGGY IETWNPNNQEFECAGVALSRLVLRRNALRRPEFY
Z A’ A h0 B C

SNAPQEIFIQQGRGYFGLIFPGCPSTYEEPAQQgrrygsqrpprrlgeedgsgQQODSHOKVHRE
D E E’ 1 F’

NEGDLIAVPTGVAFWLYNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQLDQFPRRFNLAGNHEQEFLRYQQQsrqg
F G H I J hl’

srrrslpyspyspgsgprgeerefsprgghsrreragqeeehegGNIFSGFTPEFLAQAFQVDDR
2 hl h2

QIVONLRGENESEEQGAIVTVRGGLRILSPdrkrgadeceeydedeyeydeedrrrgrgsrgsgn
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Fig. 4.10. Secventa de aminoacizi si structurile secundare ale a-catenei globulinei 11S
din arahide (pdb|3c3v), formand B-barrel-ul, din B-strendurile de baza antiparalele BCDE si
FGHI, B-strendurile suplimentare (4, 4, E', F', J, J's1 Z) si a-helixurile (de baza A1, h2, h3 si
suplimentare 40 si h1"). Literele mici indicd regiunile nestructurate /, 2 si 3 in cristalele 3c3v.

Secventele epitopilor IgE a Ara h3 si restul Cys88 intre B-strendurile £ si £’, implicat n
formarea legaturi disulfidice intre catenele a- si  sunt indicate cu bold.

In molecula oligomera a leguminelor subunititile sunt unite in trimeri; trimerii a doua
subunititi se combina intr-un hexamer al proteinei mature. In structurile trimerice si hexamerice
insertiile hidrofile /-3 (Figura 4.12) formeaza la suprafata moleculei straturi hidrofile [96] cu o
accesibilitate ridicatd la solvent (Figura 4.13) si, prin urmare, potential sensibile la atacul

proteolitic.
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Fig. 4.11. Diagrama panglica a structurii tertiare a a-catenei (A) si a p-catenei (B)
leguminei 3¢3v Arachis hypogaea [117]

Baza structurii a- si B-catenelor leguminei din arahide si a altor legumine il constituie 3-
barrel cu B-strenduri BCDEFGHI, suplimentat cu B-strendurile 4, 4 siJ, J'si a-helixul 40. B-
strendul Z este specific a-catenei leguminei [37]. a-helixul 4/’ suplimentar este prezent doar in

unele din leguminele cu structura tertiard cunoscuta [38]. Liniile punctate arata pozitia insertiilor
hidrofile /, 2 si 3 in secventa a-catenei.
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Fig. 4.12. Diagrama panglica a structurii cuaternare a leguminei 3¢3v din arahide
a — hexamerul subunitatilor A-F; b — trimerul subunitatilor A-C. Zonele intunecate pe diagrame
descriu structura model a insertiilor hidrofile /-3 in una din a-catene.
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Fig. 4.13. Resturile de aminoacizi cu accesibilitate sporita la solvent (ASA> 90%) in
structura hexamerica model a globulinei 11S din arahide, Ara h3, sunt prezente exclusiv in
a-catene si aproape exclusiv in straturile hidrofile de suprafata /, 2 si 3, potential sensibile la
proteoliza. Simbolurile negre arata resturile, ce corespund specificitdtii de substrat a papainei

[105]. Ségeata indica pozitia restului Cys88 implicat in formarea legaturii disulfidice
intre a- si B-catene.
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Proteoliza globulinei 11S din arahide cu papaina. SDS-PAGE, in prezenta ME, a
preparatului purificat al globulinei 11S din arahide (Figura 4.14, A) detecteaza trei benzi majore
si 0 bandd minord cu masele moleculare aparente apropiate de cele calculate pentru cele patru
variante principale ale a-catenelor acestei proteine (Tabelul 4.2.). B-catenele diferitelor subunitati
ale globulinei 118 din arahide difera putin una de alta dupa masa moleculara (20,69 + 0,4 kDa) si

formeaza doar o singura banda electroforetica [116].

Tabelul 4.2. Masele moleculare (kDa) a celor patru tipuri de subunitati

ale globulinei 118 din arahide

o-catene

Numarul de acces | of-subunitatea

secventa | media | SDS-PAGE
AAMA46958 59.696 38.835
AAR02860 59.457 38.837 38.84 39.0
AADA47382 58.849 37.929
ABF93402 58.574 37.921
3c3v 58.485 37.963 37.80 37.8
AAGO01363 58.223 37.638
ABL14270 58.214 37.570
ADQ53859 56.284 35.614 35.61 35.6
AAU21492 52.513 31.973 31.97 323

in globulinele 11S din seminte a- si B-catenele sunt prezente in cantititi echimolare;
calculate pentru Ara h3, cantitatile molare relative ale sumei celor patru tipuri de a-catene (11,3%
+17,3% +19,3% + 2,0% = 49,9%) si B-catenelor (50,1%), in limita erorii, sunt egale. Prin urmare,
se poate presupune cd benzile minore x siy (Figura 4.14, A) corespund impuritdtilor din preparatul
purificat al globulinei 118, dar nu produselor hidrolizei partiale a catenelor ei in timpul purificarii.

In timpul proteolizei globulinei 11S cu papaina, B-catenele riman intacte, iar continutul a-
catenelor se micsoreaza si apar fragmentele lor (Figura 4.14). Compararea rezultatelor SDS-PAGE
ale produselor proteolizei in prezenta si absenta 2-ME (+ME si —ME, respectiv, Figura 4.15 a)
permite separarea fragmentele a-catenelor in doua grupe. Fragmentele grupului K (K1-K3) sunt
legate de B-catene prin legatura disulfidica si, prin urmare, nu pot fi detectate in absenta ME. in
schimb, comportamentul fragmentelor grupei N (N1-N4) la SDS-PAGE nu depinde de prezenta
sau absenta ME. Mentionam ca fragmentul N1 nu este detectat la SDS-PAGE in prezenta ME

(Figura 4.14 a), deoarece el coincide dupa mobilitate cu B-catenele intacte (Figura 4.15 a).
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Fig. 4.14. SDS-PAGE globulinei 11S din arahide intacte si produsele de hidroliza cu
papaina, in prezenta ME
Rindul de jos arata timpul de reactie (min). In partea dreaptd sunt indicate masele moleculare ale
markerilor (kDa). A si B - hidroliza in raportul enzima/substrat de 1:1000 si 1:500, respectiv.
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Fig. 4.15. Proteoliza globulinei 11S din arahide cu papaina
a - SDS-PAGE in prezenta (+ME) si absenta (-ME) 2-ME (20 min. de reactie, enzima/substrat
1:1000). Fragmentele N1 si N4, care coincid dupa mobilitate cu B-catenele si fragmentul K3
respectiv, se gasesc numai in absenta 2-ME. b - Schema reactiilor succesive ale proteolizei a-
catenei. /, 2 si 3 - sectoarele potential sensibile la proteoliza cu accesibiltate sporita la solvent
(Fig. 4.14). Sageata indica pozitia restului de Cys 88 implicat in formarea legaturii disulfidice
intre a- si B-catene.
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Consecutivitatea probabild a evenimentelor proteolizei globulinei 11S cu papaina este
prezentatd in Figura 4.15 b. Reactia incepe cu scurtarea C-terminald a a-catenei, care este identificata
prin aparitia fragmentelor K1 si K2 (scindarea in regiunile sensibile 3 si, respectiv, 2). Imediat dupa
aceasta, scindarea buclei intre strendurile E’ si F' (regiunea sensibild /) duce la formarea
fragmentului K3 si a unei serii de fragmente N: N1 din fragmentul K1 si N2-N4 din fragmentul
K2. Conform acestui scenariu al proteolizei, fragmentele K1, K2 si N1, N2 sunt intermediare; intr-
adevar, ele dispar la o proteolizd mai profunda (Figura 4.15 b). Fragmentele finale N3 si N4,
probabil, corespund catorva fragmente omoloage ale a-catenelor diferitelor subunitati ale
globulinei 118, ce difera dupa masa moleculara. Sensibilitatea la atacul proteolitic, cel putin a
regiunii C-terminale a o-catenelor, este caracteristica pentru toate globulinele 11S din seminte
studiate in aceasta privinta [2].

In conformitate cu scenariul descris mai sus (Figura 4.15 b), proteoliza limitati a globulinei
11S din arahide cu papaind scindeaza regiunea C-terminald a a-catenei, unde sunt prezenti trei
dintre cei patru epitopi IgE (Figura 4.10). Astfel, gradul de alergenicitate al globulinei 11S poate

fi redus substantial prin proteoliza sa limitata cu papaina.

Proteoliza globulinei 11S din arahide cu tripsina. Compozitia fragmentelor, formate in
timpul hidrolizei globulinei 11S din arahide cu papaina specific relativ scazut, este suficient de
complexd, ceea ce face dificila stabilirea legaturilor peptidice scindabile. Informatiile
corespunzdtoare au fost obtinute la studierea hidrolizei globulinei 11S din arahide cu tripsina
ingust specificd, descrisd mai jos.

Hidroliza globulinei 11S cu tripsind are loc suficient de rapid, si dupa 5 minute la raportul
enzimd/substrat 1:1000 se observa formarea produsului, care in continuare raméane practic
neschimbat (Figura 4.16 si 4.17), constituit din B-catenele intacte si trei fragmente ale a-catenelor
cu masele moleculare aparente de 13,3 kDa (fragment N1) si 12,7 kDa (fragmente N2 si K2).
Compararea rezultatelor SDS-PAGE ale produselor proteolizei in prezenta si absenta ME (+ME
si —ME, respectiv, Figura 4.16) 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 proteina partial hidrolizata numai datoritd interactiunilor necovalente. Fragmentul
K2, legat printr-o legatura disulfidica cu B-catena, si in absenta ME formeaza banda K23 (Figura

4.16).
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Fig. 4.16. SDS-PAGE globulinei 11S din arahide intacte si produselor proteolizei cu
tripsina, in prezenta (+ME) si absenta (-ME) ME
Randul de jos arati timpul de reactie (min.). In partea dreapta sunt indicate masele
moleculare ale proteinelor markeri. Benzile x si y corespund impuritatilor in preparatul initial al
globulinei 118 (vezi mai sus).

Dupa cum s-a mentionat mai sus (Tabelul 4.2.), in componenta moleculei heterohexamerice a
globulinei 118 din arahide intrd patru variante principale de subunitati, similare dupa structura primara.
Evident, fiecare dintre fragmentele N1, N2 si K2 este eterogen; fiecare dintre ele apartine regiunilor
omoloage, dar neidentice, ale secventelor diferitelor subunitati.

In timpul hidrolizei cu tripsin, continutul relativ al B-catenelor intacte, exprimat in
procente molare, este constant (Figura 4.17, graficul 1) si reprezinta o treime (32,9 + 0,9%) din
suma a trei componente, detectate la SDS-PAGE in prezenta ME (Figura 4.16): (fragmentul N1
(Figura 4.17, graficul 2), fragmentele K2/N2 (Figura 4.17, graficul 3) si B-catenele (Figura 4.17,
graficul 1). Evident, cd fragmentele K2 dupa continutul relativ (in procente molare) nu difera de
B-catenele, cu care sunt legate printr-o legaturd disulfidicd. De aceea, continutul relativ a
fragmentelor N2 (in procente molare) este egal cu diferenta dintre continutul sumar al fragmentelor
K2 si N2 (Figura 4.17, graficul 3) care formeaza o banda comuna (Figura 4.16, +ME) si B-catene
(Figura 4.17, graficul 1). Conform acestei scheme, produsul proteolizei limitate a globulinei 11S
cu tripsina consta din cantitatile echimolare a trei componente: -catenele intacte, fragmentele K2
si suma fragmentelor N1 si N2. Asa cum se arata mai jos, fragmentele N1 si N2 se formeaza in
timpul proteolizei a doua tipuri de subunitati ale globulinei 11S din arahide, ce diferda doar putin

dupa structura primara [118].
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Masa moleculara medie a produsului cu masa moleculara mare a tripsinolizei globulinei
11S, calculatd ca suma maselor B-catenelor, fragmentului K2 si masa moleculard medie a
fragmentelor N1 si N2, este constanta si alcatuieste 80,9% + 0,1% (Figura 4.17, graficul 5) din
masa moleculara initiala a proteinei (ultima este calculatd ca suma maselor B-catenelor si masa

moleculara medie a tuturor celor opt variante principale ale a-catenelor [116]).
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Fig. 4.17. Analiza cantitativa a proteolizei globulinei 11S din arahide cu tripsina
Abscisa - timpul de reactie (min.). Ordonata — continutul, in procente molare, al produselor
polipeptidice ale reactiei (1-4) si masa moleculard a subunitatilor, in procente din cea initiala (5,
6). I — B-catenele intacte; 2 - fragmentul N1; 3 - suma fragmentelor N2 si K2; 4 - fragmentul N2;
5 s1 6 — masa moleculara a subunitétilor, calculata dupa continutul relativ, In procente molare, al
masei moleculare a polipeptidelor proteinei initiale si amestecului de reactie (5) si dupa
modificarea continutului relativ al B-catenelor in timpul reactiei (6).

In timpul proteolizei limitate a globulinei 11S cu tripsina B-catenele riman intacte. Acest
lucru da posibilitatea de a determina modificarea masei moleculare relative a subunitatilor in
timpul reactiei printr-o metoda alternativa independent [9]. In acest caz, MY/m” = Pg°/Pg!, unde m°
si M' - masa moleculari initiald si dupa timpul de reactie t, respectiv; Pp° si Pg' - continutul de masa
relativ al B-catenelor in amestecul de reactie initial si dupa timpul de reactie t, respectiv. Astfel
calculata masa moleculara relativa a proteinei reziduale in limita erorii este constanta (81.8 +
1.8%) (Figura 4.17, graficul 6) si este apropiata de valoarea obtinuta prin metoda anterioara (80.9
+ 0.1%). Aceasta confirma compozitia polipeptidica a subunitatilor globulinei 11S din arahide
dupa finisarea proteolizei limitate cu tripsind, descrisd mai sus [118].

Rezultatele de mai sus, Impreund cu informatia descrisd anterior privind prezenta in

structura moleculei Ara h3 a regiunilor potential sensibile la atacul proteolitic (Figura 4.13), permit
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identificarea celor mai probabile puncte de clivaj ale a-catenelor globulinei 11S din arahide
(Figura 4.16). Jumatatea N-terminald a B-barrelui, care contine cisteina, implicatd in formarea
legaturii disulfidice Intre a- si B-catene, conservativa in structura primara a subunitatilor globulinei
118 din arahide si alte globuline 11S, nu contine resturi de aminoacizi cu o accesibilitate sporita
la solvent (Figura 4.9) si, prin urmare, nu este sensibila la proteoliza limitata. Evident, fragmentul
K2, legat covalent cu B-catenele, apartine jumatatii N-terminale a B-barrelui si se formeaza in
rezultatul scindarii in regiunea insertiei hidrofile nestructurate / (Figura 4.13), potential sensibila
la atacul proteolitic in structura Ara h3 si a altor globuline 11S [2]. E destul de probabil ca
fragmentul K2 se formeaza prin scindarea legaturii peptidice r109-r110 (Figura 4.18), deoarece
masa sa moleculard aparentd, conform datelor SDS-PAGE (12,7 kDa), coincide cu masa care
corespunde regiunii N-terminale a tuturor celor opt variante principale (Tabelul 4.2.) de subunitati

ale globulinei 118 din arahide (12,69 + 0,06 kDa).
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Fig. 4.18. Schema secventelor a-catenelor in subunitatile 3c3v si ABL14270 ale globulinei
11S din arahide
Sunt aratate structurile secundare in a-catena subunitatii pdb|3c3v si in a-catenele ambelor
subunitati — secventele complete de aminoacizi (cu litere mici), potential sensibile la proteoliza,
ale insertiilor hidrofile /(intre B-strendurile E’ si F’), 2 (intre a-helixurile #1's1 A1) s1 3 (regiunea
C-terminald). Asterixul marcheaza pozitia restului de cisteind implicat in formarea legaturii
disulfidice Intre a- si B-catene. Cu bold sunt evidentiate: structurile secundare care limiteaza
sectoarele nestructurate / si 2; resturile de aminoacizi care corespund specificitatii de substrat a
tripsinei, pentru care este aratatd o accesibilitate sporitd la solvent (> 80%) in structura model a
hexamerului 3c3v [117]. Sagetile corespund celor mai probabile puncte de scindare ale a-
catenelor. Italic sunt aratate masele moleculare ale fragmentelor (kDa), calculate dupa segmentul
corespunzator al secventei (numerotarea resturilor de aminoacizi corespunde subunitatilor
mature ale moleculei).
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In numeroase studii [2] se arati ca proteoliza globulinei 118 din semintele germinate si in
vitro Incepe cu scindarea C-terminala a insertiei hidrofile nestructurate 3 (Figura 4.13). E destul
de probabil ca globulina 11S din arahide nu este diferita dupa acest caracter de celelalte globuline
118S: in structura model a hexamerului Ara h3 [117], unicul rest de aminoacid cu o accesibilitate
relativa la solvent mai mare de 100%, este Arg282, ce apartine B-strendului J' (Figura 4.18).
Mentiondm ca regiunea corespunzatoare este aproape identicd (doar tolereaza substitutiile
conservative Arg/Lys) in secventele tuturor subunitdtilor globulinei 11S din arahide [117].

Fenomenul formarii fragmentelor N1 si N2, care se deosebesc dupa masa moleculard a
produselor finale ale proteolizei limitate a subunitatilor inalt conservative ale globulinei 11S din
arahide, poate fi ilustrat prin compararea secventelor o-catenelor ale subunititilor 3c3v si
ABL14270 (Figura 4.18).

Dupa indepartarea regiunii C-terminald a sectorului 3 al subunitatilor 3c3v si ABL14270
si scindarea legaturii r109-r110, in secventele reziduale ale acestor subunitdti rdimane numai
insertia hidrofila extinsd 2 potential sensibild la proteoliza (Figura 4.18). In subunitatea 3¢3v in
partea centrald a insertiei 2, este prezent restul 1213 cu o accesibilitate sporita la solvent (> 80%).
Scindarea legaturii corespunzatoare (r213-q214) este posibila, deoarece masa moleculara a
segmentului r110-r213 al secventei 3c3v (12,32 kDa) si a fragmentului N2 (12,7 kDa conform
datelor SDS-PAGE) sunt apropiate.

Structurile primare (evident, si cele secundare) ale subunitatilor 3c3v si ABL14270 difera
putin una de alta. Cu toate acestea, in subunitatea ABL14270 din regiunea centrala a insertiei 2,
restul Arg (restul 1213 in subunitatea 3¢3v) este inlocuit cu restul Gly (Figura 4.18). In acest sens,
punctul de scindare al secventei ABL14270, cel mai probabil, este deplasat, ceea ce duce la
formarea fragmentului N1 (r110-r225), cu masa moleculara de 13,61 kDa (13,3 kDa conform
datelor SDS-PAGE).

Conform scenariului descris, produsul final al proteolizei limitate a globulinei 11S din
arahide duce la distrugerea rapida (pana la formarea produselor care nu sunt detectabile prin
electroforeza) a Intregii regiuni C-terminale a a-catenelor, inclusiv a a-helixurilor 417, h2 si h3.
Aceastd regiune cuprinde trei dintre cei patru epitopi IgE identificati in secventa de aminoacizi ale
Ara h3 [80] (Figura 4.10). Astfel, proteoliza limitata cu tripsina duce la o reducere substantiald a

nivelului de alergenicitate a globulinei 11S din arahide.
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4.6. Imunoreactivitatea incrucisata a globulinelor de rezerva

In secventele de aminoacizi ale globulinelor de rezerva 7S si 118 din semintele de arahide
[77, 80] si de soia [17, 81] au fost identificati determinantii antigenici (epitopii IgE), care
determind imunoreactivitatea lor crescuta. O parte din acesti epitopi IgE apartin regiunilor de
secventa, in cadrul fiecdreia dintre cele doud familii extinse de globulinele 7S si 118, care formeaza
structuri secundare echivalente [2, 7]. Structura primara a acestor regiuni este foarte conservativa,
ceea ce indicd prezenta probabila a epitopilor IgE, similari celor identificati in globulinele de
rezerva din arahide si soia, in regiunile omoloage secventelor globulinelor 7S si 11S din semintele
altor plante.

Secventele de aminoacizi ale globulinelor 7S si 11S, care provin dintr-un precursor
evolutiv comun, sunt omoloage [29, 43]. Aceasta indicd o posibild imunoreactivitate incrucisata
nu doar a globulinelor 7S si globulinelor 118 in cadrul fiecareia dintre aceste familii, dar si Intre
aceste familii.

Programul SDAP ofera posibilitatea de a evalua cantitativ probabilitatea prezentei
epitopilor IgE intr-o anumita proteina [119]. Metoda se bazeaza pe compararea caracteristicilor (a
peste 200) fizico-chimice ale fiecareia dintre secventele de aminoacizi ale epitopilor IgE,
identificati In proteina alergena, cu fiecare dintre aminoacizii apropiati in structura primara a
regiunii secventei proteinei, care este studiata. Gradul de similaritate a secventei comparate este
estimat cu ajutorul indicelui PD (Property-Based Peptide Similarity Index for Two Sequences). Pe
masura ce diferentele dintre secventele comparate cresc, indicele PD creste de la zero (secventele
sunt identice) pana la o valoare limitd, egald cu zece, deasupra céreia prezenta epitopului IgE

corespunzator in proteina cercetata este putin probabila [119].

Strategia de cercetare. Pentru a evalua imunoreactivitatea incrucisatd potentialda a
globulinelor de rezerva, se recomanda de a utiliza in calitate de sablon numai secventele epitopilor
IgE, identificati in globulinele 7S si 118, care prezinta imunoreactivitate incrucisatd reald, adica
coincid partial dupa pozitie in structurile lor primare si tertiare. Aceastd conditie este satisfacuta
de epitopii IgE ai globulinelor 11S din arahide, Ara h3 si din soia Gly m G1, precum si ai globulinei
7S din arahide, Ara hl (Figura 4.19).

Pentru a detecta imunoreactivitatea incrucisatd a globulinelor de rezerva, a fost initial
efectuatd o BLAST cautare, utilizand in calitate de sablon cele trei secvente de aminoacizi cu o

lungime de 21 resturi, prezentate in Figura 4.19. Cel putin doud dintre secventele detectate (primul
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nivel al BLAST cautarilor) sunt utilizate in calitatea de sabloane de nivel secundar pentru BLAST

cautdrile ulterioare repetate.

hi h2
Ara h3 238 EGGNIFSGFTPEFLAQAFQVD
Gly Gl 197 EGGSILSGFTLEFLEHAFSVD
Ara hl 138 DQSSYLQGFSRNTLEAAFNAE

e kk . . % * % .

Fig. 4.19. Imunoreactivitatea incrucisata a epitopilor IgE ai globulinelor 11S din arahide,
Ara h3 (epitopul 2) si din soia Gly m G1 (epitopul 1), precum si ai globulinei 7S din
arahide, Ara h1 (epitopul 11)

Secventele epitopilor IgE sunt evidentiate cu bold. Resturile de aminoacizi, inlocuirea carora
duce la sciderea nivelului de alergenicitate a Ara h3 si Ara hl [77, 80] sunt subliniate. In
structurile cristaline ale tuturor celor trei proteine (Ara h3, pdb|3c3v; Gly m G1, pdb|1fxz; Ara
h1, pdb|3smh), a-helixurile 4/ si h2 dupa pozitie si extensie coincid complet.

Pentru fiecare dintre cele trei colectii obtinute, indicii PD au fost determinati utilizand in
calitate de sablon secventele a trei epitopi IgE (Figura 4.19). In concordanti cu rezultatele obtinute,
au fost intocmite trei colectii finale cele mai informative ale secventelor cu valori relativ scazute
ale indicilor PD. In continuare, indicii PD au fost determinati pentru toate secventele acestor trei
colectii, folosind toate cele trei variante de epitopi IgE (Figura 4.19) ca sabloane in toate cele noua
combinatii de perechi posibile [120].

Rezultatele studiului imunoreactivitatii potentiale a globulinelor de rezerva din arahide,

soia si alte plante, prezentate in Figura 4.20, sunt documentate prin datele cantitative prezentate in

Tabelul 4.3.

Probabilitatea prezentei unui epitop IgE similar cu cel identificat in Ara h3 (Figura 4.19)
in globulinele 11S 1-9 este destul de mare: indicii PD corespunzatori sunt mai mici de 4 (Figura
4.20, Tabelul 4.3). Este mult mai putin probabila (Tabelul 4.3) prezenta in aceleasi globuline 11S
a epitopului IgE similar cu epitopul IgE al Gly m G1 (Figura 4.19, 4.20). Se observa aceeasi
legitate atunci cind se analizeaza un set mai mare de secvente ale globulinelor 11S (datele nu sunt
prezentate). Diferentele in regiunile omoloage ale secventelor epitopilor IgE ai Gly m G1 si ai
altor globuline 118 studiate sunt evidente (Tabelul 4.3).

Probabilitatea prezentei unui epitop IgE, similar cu cel identificat in Ara hl (Figura 4.19)
cel putin in cinci globuline 7S ale grupului 7S a (17-21, Figura 4.20), este suficient de mare: indicii

PD corespunzatori sunt mai mici de 3 (Tabelul 4.3). Este evidentad absenta completd a

113



imunoreactivitatii incrucisate a epitopului IgE al Ara hl (Figura 4.19) si a portiunii omoloage a

secventelor globulinelor 11S 1-9 (Figura 4.20, Tabelul 4.3).
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Fig. 4.20. Imunoreactivitatea incrucisata a globulinelor de rezerva din seminte in regiunile
omoloage ale structurilor primare din regiunea a-helixurilor h1 si h2 ale domeniilor N-
terminale (Fig. 4.21)

Numerele din linia de jos corespund globulinelor 11S 1-9 si globulinelor 7S ale grupelor 7S b
(10-16) si 7S a (17-21), prezentate in Tabelul 4.3. Ca sablon au fost utilizati epitopii IgE
identificati in globulinele 11S din soia Gly m G1 si din arahide Ara h3, precum si in globulina 7S
din arahideAra hl (Fig. 4.19).

La intocmirea, pa baza BLAST cautarilor, a unei colectiei de globuline, inrudite cu
secventa epitopului IgE din Gly m G1 (Figura 4.19), se detecteaza nu doar globuline 118, ci si
globuline 7S din grupul 7S b (Figura 4.20, Tabelul 4.3). Indicii PD corespunzatori sunt relativ mari
- de la 5 pana la 7 (Figura 4.20, Tabelul 4.3). Cu toate acestea, trebuie de avut in vedere faptul ca
Gly m G1 si Ara hl apartin la doua familii diferite de globuline de rezerva. De aceea, este foarte
probabil ca imunoreactivitatea Incrucisatd presupusda intre globulinele 7S (grupul 7S b) si
globulinele 11S 1-9, prezentatd in Figura 4.20, va fi confirmatd la identificarea ulterioara a
epitopilor IgE ai unui numar mai mare de globuline de rezerva in regiunea a-helixurilor 47 si h2
ale domeniilor N-terminale.

Daca aceastd ipotezd este adevaratd, datele prezentate in Figura 4.20 indicd prezenta
probabila in secventele globulinelor 7S a doua tipuri de epitopi IgE in regiunea a-helixurilor 47 si
h2: epitopii 7S b si, respectiv, 7S a, care detecteaza si nu detecteaza imunoreactivitate incrucisata

cu globulinele 118S.
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Dintre rezultatele compararii perechilor de secvente ale celor trei epitopi IgE selectati din
arahide si din soia cu regiunile omoloage ale secventelor altor globuline de rezerva, prezentate in
Tabelul 4.3, atrag atentia urmatoarele:

1. Toate secventele, fara exceptie, contin o pereche de resturi superconservative Gly si Phe.
Inlocuirea ambelor resturi in epitopul IgE din Ara h1 [78] si a restului Phe in epitopul IgE din Ara
h3 [82] duce la scaderea nivelului de alergenicitate al acestor globuline.

2. Restul Leu, a carui inlocuire 1n epitopul IgE din Ara h3 duce la scdderea alergenicitatii
acestei proteine, este prezent in toate globulinele 7S din grupul 7S b. Acesta este un argument
suplimentar in favoarea imunoreactivitatii incrucisate presupuse a globulinelor 118 si globulinelor
7S din grupul 7S b.

3. Cele doud resturi Gly N-terminale ale epitopuluui IgE din Gly m Gl nu sunt
caracteristice pentru secventele globulinelor 7S din grupul 7S b. Daca in calitate de sablon se
utilizeaza secventa epitopului IgE din Gly m GI1 scurtat cu doud resturi N-terminale, atunci
valoarea medie a indicelui PD pentru globulinaele 7S din grupul 7S b scade de la 5,73+0,67 pana
la 4,36+0,50. Aceastd observatie reprezintd un alt argument in favoarea imunoreactivitatii
incrucisate presupuse a globulinei 11S Gly m Gl si a globulinelor 7S din grupul 7S b.

Rezultatele de mai sus ale studiului privind imunoreactivitatea potentiala a globulinei 11S
Gly m G1 si a globulinelor 7S din grupul 7S b pot stimula experimente ulterioare pentru

identificarea epitopilor IgE in globulinele 7S ale acestui grup.

4.7. Concluzii la capitolul 4.

1. A fost elaborata metoda optima de izolare si purificare a globulinei 11S alergene, Ara
h3, si a globulinei 7S alergene, Ara hl, din semintele de arahide, care include numai trei etape —
extragerea, fractionarea cu SA si cromatografia hidrofoba. Prin urmare, preparatul proteic pur
poate fi obtinut cu un numar minim de operatii, care permit obtinerea proteinei in stare mult mai
nativa, ceea ce este important pentru studierea proteolizei sale ulterioare.

2. S-a aratat scindarea la proteoliza limitatd cu papaina si tripsina a regiunii C-terminale a
domeniului N-terminal al globulinei 11S din arahide, unde sunt prezenti trei patrimi dintre epitopii
IgE identificati in aceastd proteina. Astfel, proteoliza limitatd a leguminei din arahide duce la o

reducere semnificativa a alergenicitatii sale.
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3. S-a constatat, ca proteoliza limitata cu papaina distruge complet regiunea N-terminala
nestructurata in structura primara a globulinei 7S din arahide, unde sunt prezenti o treime dintre
epitopii IgE, identificati in aceasta proteind. Prin urmare, perspectivele de reducere, prin proteoliza
limitata, a alergenicitatii vicilinei din arahide, de asemenea, sunt favorabile.

4. Rezultatele studiului imunoreactivitatii incrucisate ale globulinelor de rezerva din
seminte indica prezenta stabilitd (globulinele 11S din arahide si soia), precum si prezenta probabila
a epitopilor IgE in regiunea C-terminala omoloaga 1nalt conservativa a domeniilor N-terminale ale
globulinelor 118 si 7S. Dupa cum s-a aratat anterior in studiul prezent (capitolul 3), scindarea
acestei regiuni are loc in timpul proteolizei limitate initiale a multor proteine de rezerva din seminte
din familia globulinelor 11S. Aceasta aratd perspectivele de reducere partialda prin proteoliza
limitatd a alergenicitdtii nu doar a globulinelor 11S si 7S din arahide si din soia, ci si a altor

globuline de rezerva ale acestor familii.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI
CONCLUZII GENERALE

1. A fost stabilitd originea globulinelor de rezerva din seminte, leguminelor si vicilinelor,
din oxalat-decarboxilazele bidomenice bacteriene (capitolul 2). Concluzia se bazeazd 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 [96].

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 [101].

3. Structurile primare si tertiare ale leguminei reflecta trasaturile 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 compararii
secventelor de aminoacizi si structurilor cristaline ale leguminelor si vicilinelor si precursorului

lor din cianobacterii [96].

4. Proteoliza limitata a leguminei din semintele Ginkgo biloba (ginnacina) initiaza
degradarea masiva prin mecanismul ,,una cate una”. Rolul de reglare corespunzator 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 rezerva din seminte. Concluziile se bazeaza pe rezultatele studierii cineticii proteolizei limitate
si "una cite 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 [110, 111].

5. Proteoliza limitata a leguminei si a vicilinei din arahide duce la o scddere semnificativa
a nivelului de alergenicitate a acestor proteine de rezerva (capitolul 4). S-a stabilit ca proteoliza
limitata cu papaina scindeaza complet regiunea N-terminald nestructuratd in structura primara a
vicilinei din arahide, unde sunt prezenti o treime din epitopii IgE identificati in aceasta proteina.

S-a aratat scindarea in timpul proteolizei limitate cu papaina si tripsind, a regiunii C-terminale a
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domeniului N-terminal al leguminei din arahide, unde sunt prezenti trei din cei patru epitopi IgE,

identificati In aceastd proteina [113-118, 120].

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 cdrora sunt utilizate pe scara larga in produsele alimentare [115].
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