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Este descris un scenariu ipotetic al proteolizei limitate cu papaina a globulinei de rezerva 7S, Ara hl, cel mai puternic
alergen din semintele de arahide. Scenariul se bazeaza pe rezultatele electroforezei produselor proteolizei cu masa mole-
culard mare, precum si pe informatiile disponibile cu privire la prezenta in subunititile Ara hl a regiunilor nestructurate,
potential sensibile la atacul proteolitic. S-a constatat ca proteoliza limitata initiald a Ara hl duce la scindarea regiunii
N-terminale nestructurate a subunititii, care contine o treime din numarul total de determinanti antigenici (epitopii IgE),
identificati in Ara hl. Evident, regiunea N-terminala, bogata in resturi de arginina, care corespund specificitatii de sub-
strat a papainei, este complet scindata in timpul proteolizei. Astfel, nivelul de alergenicitate al Ara hl poate fi redus prin
proteoliza sa limitata.
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LIMITED PROTEOLYSIS OF ALLERGEN ARA H1, STORAGE 7S GLOBULIN FROM PEANUT SEEDS

A hypothetical scenario of papain limited proteolysis of storage 7S globulin Ara hl, the strongest allergen from
peanut seeds, is described. The scenario is based on the results of electrophoresis of proteolysis of high-molecular-mass
products as well as on the available information on the presence of disordered regions potentially susceptible to proteolytic
attack in the Ara hl subunits. It was demonstrated that the initial Ara h1 limited proteolysis leads to the detachment of
the subunit N-terminal disordered region containing one third of the total number of antigen determinants (IgE epitopes)
identified in the Ara hl. Obviously, the N-terminal region teeming with arginine residues, which correspond to papain
specificity, is completely destroyed during proteolysis. Thus, the level of Ara hl allergenicity can be decreased via
limited proteolysis.

Keywords: seed storage 7S globulins, allergens, IgE epitopes, peanut.

Introducere

Printre proteinele din seminte cea mai mare alergenicitate manifesta globulina de rezerva 7S (alergenul 7S),
Ara hl, din arahide [1], in secventa aminoacida a careia au fost identificati numerosi determinanti antigenici
(epitopi IgE) [2]. Dovezile indirecte au sugerat ca proteoliza limitatd poate duce la reducerea partiala a aler-
genicitatii Ara hl prin eliminarea din molecula ei a regiunilor care contin epitopii IgE [3].

Péana in prezent, s-a acumulat o mare cantitate de material despre legitatile definite structural de proteo-
liza limitata a globulinelor 7S si 11S [4], care apartin la doud familii conservative de proteine de rezerva din
seminte [5]. Subunitatile, constituite din doud domenii ale globulinelor oligomere 7S si 11S, care deriva
dintr-un precursor bacterian comun [6], sunt omoloage si structural echivalente. Domeniile n subunitatile glo-
bulinelor 7S si 11S formeaza B-barrelul, constituit din B-strenduri antiparalele, unit cu un grup de a-helixuri [7].
In timpul evolutiei globulinelor de rezerva din seminte, in structurile domeniilor au aparut insertii extinse
hidrofile, care formeaza la suprafata moleculei zone sensibile la atacul proteolitic [4,8]. Proteoliza limitata a
acestor regiuni, in cazul in care contin epitopi IgE, poate duce la reducerea alergenicitatii globulinelor de re-
zerva. Astfel, in timpul proteolizei limitate a globulinei 11S din soia se distruge regiunea extinsa C-terminala
a domeniului N-terminal [9], care contine unii dintre epitopii IgE identificati in alergenii 11S din soia Gly m G1
si Gly m G2 [10,11].

In aceasta lucrare, pe baza analizei legititilor definite structural de proteoliza limitatd a alergenului 7S,

Material si metode

Pentru izolarea alergenului 7S, Ara hl, faina degresata din cotiledoanele arahidelor (Arachis hypogaea L.)
a fost extrasa cu solutie tampon A (0,05 M Tris-HCI, pH 8,0, 0,02% NaN3;, 1 mM EDTA). Ara hl din extract
a fost precipitat cu sulfat de amoniu (fractia 70-100% de saturatie). Precipitatul a fost dizolvat in 3,0 M NaCl
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in solutia tampon A si apoi a fost introdus intr-o coloana (2,6 x 9 cm) fenil-Sepharose CL-4B (Pharmacia
Biotech), echilibrata cu 3,0 M NacCl in solutia tampon A. Dupa indepartarea fractiei neadsorbite, Ara hl a
fost eluata cu 2 M NaCl in solutia tampon A.

Ara h1 a fost hidrolizata cu papaina (Sigma Life Science) la 30°C. Amestecul de reactie a continut 5 mg/ml
substrat si 50 pg/ml enzima in solutia tampon B (0,05 M Tris-HCI pH 8,0, ajustat cu NaCl la puterea ionica
0,5, continand 0,02% NaN;). Reactia a fost stopatd prin addugarea acidului tricloracetic pana la concentratia
finala de 5%. In unele cazuri, reactia a fost stopati prin addugarea E-64 (trans-epoxysuccinnyl-L-leucylamido-
(4-guanidino) butan, Sigma, Life Science) pana la concentratia finald de 10 uM, si hidrolizatele au fost cer-
cetate prin gelfiltrare pe Sephacryl S-300 High resolutuon (Pharmacia Biotech) in solutie tampon B (coloana
0,9 x 75 cm).

Proteina reziduald in hidrolizate a fost cercetata prin SDS-PAGE (DSS-electroforeza in gel de poliacril-
amida) intr-un gel de 15%, in sistemul tampon Laemmli [12]. Am folosit markerii moleculari PageRuler,
Thermo Scientific (Lituania). Electroforegramele au fost scanate (ImageScanner 111, GE Healthcare) si anali-
zate cu ajutorul programei Phoretix 1D Gel Analysis v.5.10.

Pentru a modela structura trimerului Ara hl am folosit programa SWISS-Model [13,14] (pdb|3s7e ca
matritd). Suprafata unui rest aminoacid din structura proteinei disponibila la solvent (ASA), exprimata in A%,
a fost determinata cu ajutorul programei http://cib.ct.ocha.ac.jp/bitool/ASA/. Valoarea relativa a ASA a fost
exprimatd in % din disponibilitatea restului X in tripeptida GXG. Programa DeepView/Swiss-PdbViewer
v.3.7 a fost utilizata pentru construirea diagramelor panglica ale structurii tertiare a Ara hl si pentru alinierea
structurald a globulinelor 7S. Alinierea secventelor complete ale globulinelor 7S a fost realizata folosind pro-
grama Clustal Omega.

Pentru identificarea punctelor de scindare probabile ale Ara hl in timpul proteolizei am folosit 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 intensi-
tatii benzilor corespunzitoare), precum si urmatoarea informatie de mai jos.

1. Rezultatele compararii structurilor tertiare ale Ara hl si altor globuline 7S, a céror proteolizd limitata
este descrisa 1n [6], permit a priori determinarea pozitiei celor mai probabile zone de scindare ale Ara hl. O
disponibiltate la solvent sporitd a acestor zone, din structura Ara hl si alte globuline 7S, poate fi considerata

2. Punctele de clivare estimate in regiunile potential sensibile ale moleculei Ara hl trebuie si corespunda
specificitatii primare de substrat a papainei (resturile Arg, Lys, Leu si Gly in pozitia P1 in absenta restului
Val in pozitia P1").

Exista doud variante ale subunitatilor Ara hl din semintele de arahide (P43237 si P43238), ale caror mole-
cule mature aproape nu se deosebesc una de alta dupa masa moleculara (respectiv, 61,6 si 62,0 kD) si similare
dupa secventa (mai putin de 3% din substitutii neconservative si deletii). In aceasti lucrare, pentru determinarea
maselor moleculare ale fragmentelor am folosit secventa P43238, cea mai detaliat studiata varianta a Ara hl.

Rezultate si discutii

Cu cateva exceptii, structura Ara hl (pdb|3s7e [15] si pdb|3smh [16]) este tipicd pentru globulinele de re-
zerva 7S din seminte, de tipul convicilinelor, care contine Tn molecula matura prelungirea N-terminala nestruc-
turatd cu o sensibilitate crescuta la atacul proteolitic [8]. In subunitatea o' a globulinei 7S din soia, similara
dupa structura primard cu Ara hl, prelungirea N-terminala este cea mai sensibila la proteoliza limitatd cu
tripsind si este complet eliminatd deja in stadiile initiale ale reactiei dupa scindarea legaturilor peptidice cu
participarea restului de arginina din regiunea C-terminald a acestei prelungiri [17]. In aceeasi regiune structu-
rala a Ara hl, restul Arg87 formeaza o legatura peptidica cu restul Asn88 (Fig.1), care are o disponibilitate
sporitd la solvent. in conformitate cu aceste observatii, este probabil ci actiunea initiald a papainei asupra
Ara hl duce la scindarea legaturii Arg87-Asn88, eliminand complet prelungirea N-terminala.

Una dintre 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, Fig.1), in portiunea N-terminala a ca-
reia este prezent restul Arg502 cu o disponibilitate sporitd la solvent. Prin urmare, legatura peptidica Arg502-
Pro503 este potential sensibila la atacul papainei. Scindarea estimata a legaturilor Arg87-Asn88 si Arg502-
Pro503, care elimina atat prelungirea N-terminala, cat si C-terminala, trebuie sa fie insotita de formarea frag-
mentului cu o masd moleculara de 47,2 kD (fragmentul 7, Tab.1).
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Fig.1. Diagrama panglicd a modelului structurii tertiare a subunitatilor in trimerul alergenlui 7S, Ara h1, din arahide.
Partea intunecatd (neagrd) a diagramei corespunde domeniului C-terminal. Italic sunt marcate unele dintre structurile se-
cundare ale domenului. Liniile punctate arata regiunile nestructurate N-terminale (a) si C-terminale (e) ale subunitétilor,
precum si limiteaza regiunile, care fie complet (regiunea b si d), fie partial (regiunea c) nu se depisteaza in structurile
cristaline pdb|3s7e si pdb|3smh. Asterixul indica pozitia resturilor de aminoacizi cu o disponibilitate sporitd (> 80%) la
solvent 1n structura cristalina a oligomerului pdb|3smh. Resturile de Arg si Lys 1n pozitia P1 a legaturii peptidice, care
probabil sunt scindate de papaind, sunt notate cu sageti drepte. Sdgeata oblica aratd amplasarea legaturilor peptidice, a
caror scindare in structura omoloaga a subunitatii o’ a globulinei 7S din soia a fost stabilitd experimental [17].

Tabelul 1
Legaturi peptidice scindate de papaina in subunititile Ara h1

Nr. | Regiunea de secventa Ma§a moleculard, kD
’ Prezisa SDS-PAGE
1 a-e N88-r502 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-r272 21,40 21,0
7 a-b R97-r264 19,25 19,4
8 b-d s273-r395 13,70 14,0
9 d-e r396-r502 12,10 12,8*
10 | d-e e412-r502 10,14 11,7*
9a | cd 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 [18]. Asterixurile indicd masele moleculare
aparente, ceva mai mari datorita prezentei in fragment a restului de Asn437 glicozilat.

In timpul hidrolizei cu papaini cel mai mare dintre fragmentele Ara hl (fragmentul / cu masa moleculari
aparenta de 48,7 kD, Fig.2), care predomina cantitativ in etapele initiale ale reactiei, cu o probabilitate ridicata
corespunde secventei Asn88-Arg502 (Tab.1). Orice alte cai alternative de formare a fragmentului / cu masa
moleculard de aproximativ 49 kD sunt practic imposibile, deoarece sunt asociate cu scindarea legaturilor
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peptidice din regiunile structural organizate inaccesibile ale moleculei. De mentionat cd masa moleculara
aparenta a fragmentului / este putin exagerata din cauza ca restul de Asn437 din regiunea C-terminald a Ara hl
este glicozilat. De exemplu, In produsele de proteoliza a subunitétii B a globulinei 7S din soia masa molecu-
lard aparentd a fragmentelor, care contin un rest de asparagina glicozilata, este marita cu 1,9-2,0 kD [19].
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Fig.2. DSN-PAGE a alergenului 7S, Ara hl, in timpul hidrolizei cu papaina. Linia de jos arata timpul de reactie (h).
Pe partea stdngé sunt indicate masele moleculare ale markerilor. Pe dreapta este aratatd numerotarea fragmentelor.
Potrivit gelfiltrarii, toate aceste fragmente sunt prezente in fractia cu masa moleculard mare a hidrolizatelor.

Originea majoritatii celorlalte fragmente Ara hl (Fig.2) poate fi descrisd cu o prima aproximare (Fig.3)
reiesind din masele moleculare aparente obtinute conform electroforezei (Tab.1) si din ipoteza formarii lor in
rezultatul scindarii in regiunile nestructurate a, b, d si e (Fig.1), regiuni potential sensibile la proteoliza. Frag-
mentul 2 este format in paralel cu fragmentul / in rezultatul clivarii in regiunea d si indepartarii initiale incom-
plete a regiunii N-terminale a prelungirii a. Fragmentul 3 este format din fragmentul / (clivarea aceleiasi
regiuni d) si din fragmentul 2 dupa inlaturarea restului prelungirii N-terminale a. Fragmentele 6 si § sunt
formate din fragmentul 3 in rezultatul scindarii in regiunea b. Fragmentul 7 este format din fragmentul 6 in
legatura cu scurtarea N-terminala si C-terminala. In final, fragmentul /0 este format din fragmentul 9 datorita
scurtarii N-terminale.

Calea ipoteticd de formare a fragmentelor de mai sus este descrisd in concordanta cu prezenta in sectoarele
presupuse de scindare a resturilor de aminoacizi cu o disponibilitate sporitad la solvent (Fig.1).
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Fig.3. Schema ipotetica de formare a fragmentelor Ara hl in timpul hidrolizei cu papaina.
Linia de sus arata structurile secundare in secventele subunitatilor.
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Lungimea regiunii b, potential sensibild la proteoliza, in domenul N-terminal a Ara hl, reprezintd inca
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 corespunzitoare este relativ
scurta si insensibild la actiunea papainei si tripsinei. Prin urmare, proteoliza in partea centrald a subunitatilor
o' si B ale globulinei 7S din soia se limiteaza la scindarea linkerului interdomenic [17, 19] (corespunzand
regiunii ¢ din subunitatile Ara hl).

a
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Fig.4. Secventele de aminoacizi ale regiunilor a-e, care sunt nestructurate in cel putin una dintre subunitétile Ara hl
(prezentate cu litere mici), si epitopii 4-9 si 13 identificati in ele. In paranteze patrate este indicat numarul de resturi
in zonele structurate ale Ara hl. Resturile ce corespund specificitatii primare de substrat a papainei sunt subliniate.

In structura Ara hl in regiunea c sunt prezente resturi de aminoacizi cu o disponibilitate sporita la solvent
(Fig.1). Prin urmare, este posibil cé fragmentele 4 si 5 nementionate anterior sunt formate din fragmentul /,
dupa clivarea legaturii Lys302-Gly303 din partea centrald a regiunii c. Evident ca 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 (Fig. 3), similar dupd mobilitate cu fragmentul 9 (Tab.1).

Se pare ca existd doud céi independente de proteolizd a Ara hl, datorita clivajului preferential in etapele
initiale ale procesului de una dintre cele doua regiuni nestructurate (regiunea b sau regiunea c¢) potential sen-
sibile la atacul proteolitic. Ar trebui mentionat faptul ca in oligomerul pdb|3smh disponibilitatea la solvent a
acestor zone intr-o varietate de subunititi nu este aceeasi. In plus, regiunea c poate fi considerata nestructurati
conditional, deoarece oricare dintre resturile de aminoacizi ale acestei regiuni sunt depistate iIn componeneta
structurii cristaline a unei sau altei subunitati pdb|3smh. Astfel, disponibilitatea potentiala la atacul proteolitic
a regiunilor b si ¢ 1n diferite subunitati ale oligomerului Ara hl poate fi inegald, ceea ce determina un mod
particular de proteoliza a acestora.

Concluzii

Pe baza scenariului ipotetic descris mai sus (Fig.3) si pozitiei epitopilor IgE identificati in subunitétile
Ara hl [2] poate fi evaluat potentialul de a reduce alergenicitatea acestei proteine prin proteoliza sa limitata
cu papaind. Epitopii 1-3 apartin regiunii N-terminale a subunitatii Ara hl, eliminate in timpul procesingului
proteolitic [18]. A treia parte a celor 18 epitopii rdmasi in molecula maturd a Ara hl (epitopii 4-9, Fig.4)
apartin regiunii N-terminale nestructurate a si sunt eliminati la actiunea initiala a papainei. Aceastd zona este
bogatd in resturi de arginind si aparent este distrusa rapid cu formarea peptidelor scurte, ceea ce ar trebui sa
reduca alergenicitatea Ara hl. Este probabild, de asemenea, distrugerea in timpul proteolizei limitate cu pa-
paind a regiunii nestructurate b, care contine epitopul 13.
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