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ALERGENUL ARA H3, GLOBULINA DE REZERVA 11S
DIN SEMINTELE DE ARAHIDE
1. PROTEOLIZA LIMITATA CU PAPAINA
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Proteoliza globulinei de rezerva 11S din semintele de arahide, Ara h3, cu papaina incepe cu cuscindarea secventei
C-terminale extinse a a-catenelor, care cuprinde regiunea a-helixurilor. Clivarea ulterioard a buclei dintre p-strendurile E'
si F' din partea centrala a p-barrelui din a-catene duce la formarea fragmentelor, legate cu B-catenele intacte prin legatura
disulfidicd, precum si retinute in molecula globulinei 11S partial hidrolizatd prin interactiuni necovalente. Conform
scenariului proteolizei descrise, actiunea initiald a papainei distruge regiunea C-terminala a a-catenelor, In care sunt
prezenti trei din cei patru determinanti antigenici (epitopii IgE), identificati in globulina 11S din arahide. Astfel, gradul
de alergenicitate a Ara h3 poate fi substantial redus prin proteoliza sa limitata cu papaina.
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ALLERGEN ARA H3, STORAGE 11S GLOBULIN FROM PEANUT SEEDS

1. PAPAIN LIMITED PROTEOLYSIS

Papain proteolysis of the storage 11S globulin Ara h3 from peanut seeds starts from the detachment of an extended
a-chain C-terminal sequence covering the region of a-helices. Further cleavage of a loop between f-strands E’ and F’
inside the central part of a-chain B-barrel occurs generating fragments connected with intact B-chains via a disulfide
bond and those retained inside the molecule of partially hydrolyzed 11S globulin due to non-covalent interactions. In
accordance with the described proteolysis scenario, the C-terminal a-chain region containing three of the four antigen
determinants (IgE epitopes) identified in the peanut 11S globulin is destroyed during the initial papain action. Therefore,
the level of Ara h3 allergenicity can be decreased via papain limited proteolysis.
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Conform datelor prezentate in SDAP (Structural Database of Allergenic) [1], globulinele de rezerva 11S
din semintele a 12 plante, inclusiv din soia si arahide, sunt alergeni [2]. Unii determinanti antigenici (epitopii
IgE), identificati in globulina 11S de soia, glicinina [3, 4], apartin zonei sensibile a moleculelor ei, care rapid
se distruge la proteoliza initialda [5]. Aceasta demonstreaza posibilitatea fundamentald de a reduce alergeni-
citatea glicininei din soia prin proteoliza sa limitata [2].

Glicinina din soia si globulina 11S din arahide, Ara h3, sunt similare dupa structura primara si tertiara.
Cel putin o parte din epitopii IgE identificati in glicinina [3, 4] si Ara h3 [6] apartin regiunilor omoloage si
structural echivalente ale moleculelor lor [7]. Prin urmare, este posibil ca proteoliza limitata nu doar a glici-
ninei, dar si a Ara h3 si reduca nivelul alergenicitatii ei. In acest context, in prezentul studiu am investigat
proteoliza limitata a Ara h3 cu papaina.

Material si metode

Pentru a izola alergenul 11S, Ara h3, faina degresata din cotiledoanele de arahide (Arachis hypogaea L.)
a fost extrasa cu tampon A (0,05M Tris-HCI, pH 8,0, 0,02% NaN3;, 1 mM EDTA). Ara h3 din extract a fost
precipitata cu sulfat de amoniu (fractia 30-40% de saturatie). Precipitatul se dizolva in 3,0 M NaCl in tampon
A, iar solutia a fost introdusa intr-o coloana (2,6 x 9 cm) cu fenil-Sepharose CL-4B (Pharmacia Biotech),
echilibrata cu 3,0 M NaCl in tampon A. Dupa indepartarea fractiei neadsorbite, fractia Ara h3 a fost eluata cu
0,5 M NaCl in tampon A.

Ara h3 a fost hidrolizata cu papaina (Sigma Life Science) la 30°C. Amestecul de reactie a continut 5 mg/ml
substrat si fie 10pug/ml sau 5 pg/ml enzima in tampon B (0,05 M Tris-HCI, pH 8,0, ajustat prin adaugarea NaCl
la taria ionica de 0,5, continand 0,02% NaNj3 si I mM EDTA). Reactia a fost stopata prin adaugarea acidului
tricloracetic pana la concentratia finala de 5%.
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Produsele macromoleculare ale proteolizei au fost studiate prin SDS-PAGE (electroforeza in gel de poli-
acrilamida in prezenta dodecilsulfatului de sodiu) in gel de 15%, in prezenta si absenta 2-mercaptoetanolului
(ME), sistemul tampon Laemmli [8]. Am folosit markerii moleculari PageRuler Thermo Scientific (Lituania).
Electroforetogramele au fost scanate (ImageScanner Ill, GE Healthcare) si analizate utilizand software-ul
Phoretix 1D Gel Analysis v.5.10.

Suprafata unui rest de aminoacid din structura proteinei accesibila la solvent (ASA), exprimati in A2, a
fost calculata folosind software-ul http://cib.cf.ocha.ac.jp/bitool/ASA/. Valoarea relativd a ASA a fost expri-
mata in % de accesibiliate la solvent a restului X in tripeptida GXG. Analiza ASA a fost realizata utilizand
structura model a hexamerului Ara h3 construitd anterior (structura monomerului pdb|3c3v ca model) [2].

Rezultate si discutii
Subunitatile globulinei 11S din arahide constau din a- si B-catene, unite printr-o legatura disulfidica. Cele
patru tipuri de subunitati din componenta moleculei hexamere a globulinei 11S din arahide (a se vedea Tabelul)

difera dupa masa moleculard, in principal a a-catenei. Masa moleculard a -catenelor conservative variaza
usor (20.69 + 0,14 kD).

Tabel
Masele moleculare (kD) a celor patru tipuri de subunitati ale globulinei 11S din arahide
< . o-catene
Numarul de acces of-subunitate secventa media SDS-PAGE

AAM46958 59.696 38.835
AAR02860 59.457 38.837 38.84 390
AAD47382 58.849 37.929
ABF93402 58.574 37.921
3c3v 58.485 37.963 37.80 37.8
AAG01363 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 32.3

Baza structurii tertiare a a- si f-catenelor subunitatilor Ara h3 din arahide (pdb/3c3v), tipicd pentru glo-
bulinele 11S din seminte [7], 0 constituie B-barrelul din opt B-strenduri antiparalele (asa-numitul modul
cupin [9]), legat cu un grup de a- helixuri (Fig.1). Secventa a-catenei contine trei regiuni nestructurate, care
in structura model a hexamerului Ara h3 formeaza straturi de suprafata hidrofile [2] cu o accesibilitate sporita
la solvent (Fig.2) si, prin urmare, potential sensibile la atacul proteolitic. De remarcat ca trei din cei patru
epitopi IgE din Ara h3 sunt localizati in regiunea C-terminald a a-catenei, in afara 3-barrelui [6] (Fig.1).
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Fig.1. Secventa de aminoacizi si structurile secundare ale a-catenei globulinei 11S din arahide (pdb/3c3v),
formand B-barrelul din B-strendurile de baza antiparalele BCDE si FGHI, B-strendurile suplimentare (A", A, E', F ', J, J'si Z)
si a-helixuri (de baza h1, h2, h3 si suplimentare hO si h1'). Literele mici indica regiunile nestructurate 1, 2 si 3 in cristalele
3c3v. Secventele epitopilor IgE a Ara h3 si restul Cys 88 intre strendurile E si E', implicat in formarea legaturii disulfidice
intre catenele o si B, sunt indicate cu bold.
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Fig.2. Resturile de aminoacizi cu accesibilitate sporita la solvent (ASA> 90%) in modelul structurii hexamere a
globulinei 11S din arahide, Ara h3, sunt prezente exclusiv in a-catene si aproape exclusiv — in straturile de suprafata
hidrofile 1, 2 si 3, potential sensibile la proteoliza. Simbolurile negre arata resturile ce corespund specificitatii de
substrat a papainei. Sageata indica pozitia restului Cys 88 implicat in formarea legaturii disulfidice intre a- si -catene.

Proteoliza globulinei 11S din arahide. SDS-PAGE, in prezenta ME a preparatului purificat al globulinei
11S din arahide (Fig.3A), detecteaza trei benzi majore si o banda minora cu masele moleculare aparente
apropiate de cele calculate pentru cele patru variante principale ale a-catenelor acestei proteine (a se vedea
Tabelul). B-Catenele diferitelor subunitati Ara h3 difera putin una de alta dupa masa moleculara si formeaza
doar o singura banda electroforetica.

In globulinele 11S din seminte a- si B-catenele sunt prezente in cantitdti 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 p-ca-
tenelor (50,1%), in limita erorii, sunt egale. Prin urmare, se poate presupune ca benzile minore x si y (Fig.3A)
corespund impuritatilor din preparatul purificat al Ara h3, dar nu produselor hidrolizei partiale a catenelor ei
in timpul purificarii.

In timpul hidrolizei cu papaina B-catenele riman intacte, iar continutul o-catenelor se micsoreaza si apar
fragmentele lor (Fig.3A). Compararea rezultatelor SDS-PAGE ale produselor proteolizei in prezenta si absenta
ME (+ME si —-ME, respectiv, Fig.4A) permite separarea fragmentelor a-catenelor in doua grupe. Fragmen-
tele 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 (Fig.3), deoarece
el coincide dupa mobilitate cu B-catenele intacte (Fig.4A).
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Fig.3. SDS-PAGE in prezenta ME a globulinei 11S din arahide in timpul proteolizei cu papaina. Randul de jos aratd
timpul de reactie (min). In dreapta 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. Proteoliza globulinei 11S din arahide cu papaina. A — SDS-PAGE in prezenta si in absenta ME
(20 minute de reactie, enzima / substrat 1:1000). Fragmentele N1 si N4, care coincid dupa mobilitate cu B-catenele si
fragmentul K3, respectiv, se gdsesc numai in absenta ME. B — Schema reactiilor succesive ale proteolizei a-catenei.
1, 2 si 3 — sectoarele potential sensibile la proteoliza cu accesibilitate sporita la solvent. Sdgeata indica pozitia restului
de Cys 88 implicat in formarea legaturii disulfidice intre a- si f-catene.

Consecutivitatea probabilda a evenimentelor proteolizei Ara h3 este prezentatd in Figura 4B. Reactia
incepe cu scurtarea C-terminald a o-catenei, care este identificatd 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 sensibilda 1) 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 0 proteolizd mai profunda (Fig.3B). Fragmentele finale
N3 si N4, probabil, corespund catorva fragmente omoloage ale a-catenelor diferitelor subunitati ale Ara h3,
ce difera dupa masa moleculara. Sensibilitatea la atacul proteolitic, cel putin a regiunii C-terminale a o-
catenei, este caracteristica pentru toate globulinele 11S din seminte studiate in aceasta privinta [10].

In conformitate cu scenariul descris mai sus (Fig.4B), proteoliza limitatd a Ara h3 scindeaza regiunea C-
terminald a a-catenei, unde sunt prezenti trei din cei patru epitopi IgE (Fig.1). Astfel, gradul de alergenicitate
a Ara h3 (ca si a glicininei din soia [2]) poate fi redus substantial prin proteoliza sa limitata cu papaina.
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