Seria “Sliinte ale nalurii”

Biologie ISSN 1857-1735

PURIFICAREA SI CARACTERIZAREA PARTIALA A PROTEINAZEI A
DIN SEMINTELE GERMINATE DE FASOLE
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Proteinase A, that possibly participate in the degradation of phaseolin, the main 7S storage protein of kidney bean
(Phaseolus vulgaris L.), was isolated as a 35-kDa polypeptide from germinating kidney bean seeds and partially charac-
terised. According to its properties it belong to a group of homologous cysteine proteinases of the papain family that
participate in storage protein mobilisation during seeds geminating of many plants. The proteinases of this group hydrolize
storage proteins to short peptides. Dispite close similarity to proteinase A from vetch, proteinase A from kidney bean
hydrolyse phaseolin by non-co-operative mechanism. This action is limited to the cleavage of subunits into two approxi-
mately equal parts and to spliting off a number of short peptides which result in the modification of quaternary structure of
phaseolin molecule. It is similar to the action on phaseolin of other proteases, both endogenous and exogenous, and
provide another example of the importance of phaseolin structure in the explanation of its resistance to proteolysis.

La germinarea semintelor proteinele de rezerva (PR) sunt hidrolizate panad la aminoacizi, care servesc
drept precursori pentru biosinteza noilor proteine, precum si a altor compusi ce contin nitrogen, ale plantulei.
Proteinazele cisteinice sunt principalele proteinaze implicate in acest proces [6,10,18]. Intr-o schema ipotetica
propusa pentru explicarea scindarii PR in decursul germinarii semintelor plantelor legumenoase rolul prin-
cipal in mobilizarea PR a fost atribuit proteinazelor A si B, sintetizate de novo la germinare [18]. A fost
presupus ca proteinaza A initiaza degradarea PR prin modificarea lor limitata (proteoliza limitata), facandu-
le astfel susceptibile atacului altor proteinaze. Odatd modificate, PR sunt scindate co-operativ atit de protei-
naza A, cat si de proteinaza B, de alte endo- si exopeptidaze. S-a presupus ca proteinaza B, care este de tip
legumainic, nu actioneazi asupra PR native (nemodificate), asa ca vicilina si legumina. In conformitate cu
aceasta ipoteza, proteinazei A ii revine rolul central in controlul initierii degradarii PR.

Investigarea proteinazelor din semintele de fasole si a rolului lor in degradarea fazeolinei, globulinei vici-
linice 7S, care este proteind de rezerva majora din aceastd planta, a aratat ca in fasole aceastd schema nu se
reproduce. Numai hidroliza limitata are loc la actiunea atat a proteinazei CPPh [14], cét si a legumainei [17].

Fazeolina, spre deosebire de alte PR, este stabila la actiunea proteinazelor endogene [3,14] si exogene [7,12].
Hidroliza ei se termind dupa scindarea unei cantititi neinsemnate de peptide. Elucidarea cauzelor acestui com-
portament neobignuit al fazeolinei prezinta un deosebit inters teoretic si practic.

Intre timp, au fost detectate alte proteinaze cisteinice de tip papinic in semintele incoltite de mazariche [5,11]
ale caror relatii cu alte proteinaze si rolul lor la germinarea semintelor nu sunt clare. Rezultate asemanatoare
au fost obtinute si pentru alte plante [6]. Informatia despre aceste proteinaze este fragmentard si nu exista
nici o planta pentru care sa fie caracterizate toate proteinazele.

In aceasta ordine de idei, cercetarea (purificarea si caracterizarea) proteinazei A din fasole, precum si a
altor proteinaze ce participa la mobilizarea PR, prezintd un interes deosebit in vederea clarificarii functiilor ei
(lor) in acest proces.

Material si metode

Material. Fazeolina a fost izolatd din semintele de fasole dupa metoda lui Schlesier si al. [16]. Vicilina
din mazariche a fost izolatd dupa cum a fost descris anterior in [14].

Proteinaza CPPh din fasole si proteinaza A din mazariche au fost purificate dupa cum a fost descris anterior
de Rotari si al. [14] si de Becker si al. [2].

DEAE-sefaroza si CM-sefaroza, pentru cromatografia pe schimbatori de ioni, au fost procurate de la
Pharmacia (Uppsala, Suedia).

Determinarea activitatii proteolitice s-a efectuat dupa metoda TNBS (acidul 2,4,6-trinitrobenzosulfonic),
dupa cum a fost descris anterior in [14].

Proteoliza fazeolinei. Fazeolina (2%) in solutie-tampon 120 mM fosfat-citrat, care continea 180 mM NacCl,
pH 4,6, a fost amestecati cu un volum egal de proteinazi A (100 mU ml™") in solutie-tampon 200 mM fosfat
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de sodium, pH 6,5. Ambele solutii-tampon contineau 2 mM DTT, 500 uM EDTA si 0,02% NaN;. Reactia a
fost incubata timp de 42 ore la 30°C, ludndu-se probe la anumite intervale de timp.

Electroforeza in gel de poliacrilamidid (GPAA). Electroforeza 1n prezenta dodecil-sulfatului de sodium
(SDS) (SDS-elctroforeza) a fost efectuatd in GPAA de 12,5% conform metodei Laemmli [8]. Fosforilaza b
(94 kDa), albumina serului bovin (67 kDa), ovalbumina (43 kDa), anhidraza carbonica (30 kDa), inhibitorul
Kunitz al tripsinei din soia (20,1 kDa) si a-lactoglobulina (14,4 kDa) au fost folosite ca standarde pentru
determinarea masei moleculare (M,). Gelurile au fost colorate cu Coomassie brilliant blue G-250 conform
procedurii standard.

Electroforeza in conditii native in gradientul GPAA a fost efectuata Intr-un gradient vertical (4-30%) al
GPAA folosind sistema de solutie-tampon 90 mM Tris-borat, pH 8,4. Electroforeza a durat 4500 Vh. Feritina
(440 kDa), catalaza (232 kDa) si albumina serului bovin (67 kDa) au fost folosite ca standarde pentru deter-
minarea M,. Procentul proteinei reziduale a fost calculat din descresterea M,. Gelurile au fost colorate cu
Coomassie brilliant blue R-250 conform procedurii standard.

Analiza western bloting. Benzile proteice au fost transferate din GPAA pe membrane PVDF prin methoda
electroblot. Analiza western bloting a fost efectuatd dupa metoda standard [15].

Anticorpii Tmpotriva proteinazei A din mazariche au fost preparati in felul urmator. Aproximativ 1 mg de
proteinaza A [2] a fost purificata prin SDS-electoforeza. Dupa care gelurile au fost colorate putin, banda
proteinazei A tdiata si proteina eluata din gel prin electroeluare. Antisera a fost obtinuta in iepuri prin injec-
tarea intradermald a proteinazei A emulsificate cu un volum egal de adjuvant complet al lui Freund, dupa
cum e descris de Sambrook si al. [15].

Secvenarea amino-terminald. Proteinaza A din fasole, precum si fragmentele formate in urma proteolizei
fazeolinei, au fost separate prin SDS-electroforeza, transferate pe memrane PVDF si secvenate cu ajutorul
secvenatorului LF3400 (Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA, USA) [17].

Purificarea proteinazei A din semintele germinate de fasole. Semintele de fasole au fost muiate in apa
distilata timp de 2 ore si germinate la intuneric pe hartie umeda la 25°C. Cotiledoanele au fost detasate la a
sasea zi de germinare si liofilizate. Cotiledoanele liofilizate (30 g) au fost macinate si extrase cu 300 ml H,O
care continea 4 mM DTT. pH-ul extractului a fost adus la 4,0 si precipitatul inlaturat. Supernatantul primit a
fost introdus intr-o coloand de CM-sefaroza (14,0x2,6 cm) echilibratd cu solutie-tampon 10 mM acetat de
sodium, pH 4,0. Enzima a fost eluatd in aceeasi solutie-tampon, numai ca avea un pH 4,9. Fractiile active, eluate
la pH 4,75, au fost unite, pH-ul a fost adus la 6,5 si introduse intr-o coloand de DEAE-sefaroza (4,5x0,8 cm),
echilibrata cu solutie-tampon 50 mM fosfat de sodium, pH 6,5 care continea 40 mM NaCl. Coloana a fost
eluata cu un gradient de NaCl (40-340 mM) in aceeasi solutie-tampon. Procedura de purificare a fost efectuata
la 4°C si toate solutiile contineau 2 mM DTT, 500 uM EDTA si 0,02% NaNj. Proteina a fost determinata
prin metoda Bradford [4] la toate etapele purificarii.

Rezultate si discutii

Cercetarea proteinazei CPPh din fasole [14] a demonstrat ca ea se deosebeste considerabil de proteinaza
A din méazariche. De aceea, la investigarea proteinazei, care sa efectueze hidroliza profunda a fazeolinei, am
reiesit din presupunerea despre existenta in semintele germinate de fasole a proteinazei care sa se asemene
mai mult cu proteinaza A din mazériche [13]. Analiza western bloting cu anticorpi fata de proteinaza A din
mazariche a demonstrat cd in extractele cotiledoanelor de fasole este prezenta o banda proteica cu M, apropriata
de 35 kDa (nu este ardtat). Pe baza acestor experiente prealabile, pentru purificarea acestei proteinaze am
incercat o schema din trei etape (Tab.I), care includea:

1. Purificarea preliminara prin precipitarea izoelectrica a extractului la pH 4,0.

2. Cromatografia izocratica pe CM-sefaroza.

3. Cromatografia cu gradient de concentratie NaCl pe DEAE-sefaroza.

Spre deosebire de proteinaza A din mazariche, proteinaza A din fasole nu se coprecipitd cu proteinele la
pH 4,0. La cromatografia pe CM-sefaroza, enzima adsorbita era eluata de marirea pH-ului de la 4,0 la 4,9,
care, probabil, aduce la reincércarea proteinazei A din fasole si, ca rezultat, la desorbtia ei de pe schimbatorul
de ioni la pH 4,75. Este posibil de asemenea ca se pierde afinitatea enzimei catre proteinele de balast. La
cromatografia pe DEAE-sefaroza proteinaza A din fasole se elua in diapazonul de térie ionica 0,35-0,45,
separandu-se de impuritati. Schema data fiind compusa din doua tipuri complet diferite de schimbatori de ioni
permite inlaturarea eficienta a proteinelor de balast, ceea ce simplificd cu mult procedura de purificare, care
necesita doar doua etape cromatografice.
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Tabel

Schema purificarii proteinazei A

V. ml Proteina Puriﬁcar@a, Activitatea
’ mg % de n ori mU % mU/mg
Extract 270 841,00 100,00 1 - - -
Supernatant, pH 4,0 330 154,00 18,30 5 - - -
CM-sepharoza 29 1,40 0,16 600 457 100 326
DEAE-sepharoza 5 0,13 0,02 6469 96 21 738

Enzima a fost purificatd de 6469 ori cu un randament de 21%. Aceste valori sunt relative, deoarece activi-
tatea proteinazei A in extract, care contine si alte proteinaze, nu putea fi determinatd. De aceea, am determinat
purificarea dupa sciderea concentratiei proteinei, iar activitatii enzimatice detectate i-am atribuit valoarea de
100% doar la etapa a treia de purificare. Preparatul obtinut al enzimei pare a fi pe deplin omogen dupa
datele SDS electroforezei (Fig.1). Banda proteica ocupa pozitia ce corespunde M, 35 kDa (Fig.1) si arata o
reactie intensa cu anticorpii fata de proteinaza A din mazariche (Fig.2). Spre deosebire de proteinaza A din
mazdriche, care la separarea electroforetica reprezintd doud benzi [2], proteinaza A din fasole reprezinta
numai o singurd bandd. De asemenea, se deosebesc si M, care sunt de 29 kDa la mézariche [2] si de 35 kDa
la fasole.

1 2
94 - e
A B

- o
67 1 2 3 1 2 3
43 - -
30 - —

' L]

20,1 - - o =
14,4 - - Fig.2. Analiza western bloting a proteinazei A din fasole.

SDS-electroforeza (A) si analiza western bloting (B):
1 — proteinaza A din mazariche;
2 — proteinaza CPPh din fasole;
3 — proteinaza A din fasole.

Fig.1. Electroforeza proteinazei A din fasole:
1 — proteinele standard; 2 — proteinaza A
(M; ale proteinelor standard (in kDa) sunt aratate la stanga).

Secvenarea proteinazei A a determinat urmatoarea secventd amino-terminald: VPPSVDWR. La compa-
rarea secventei amino-terminale a proteinazei purificate cu secventele amino-terminale ale altor proteinaze
din seminte s-a stabilit ca ea se aseamana cu endopeptidazele cisteinice: proteinaza A din mazariche [2] si
EP-C1 din pastiile de fasole [20] au o secventd amino-terminala identica cu aceasta din urma. Proteinaza EP-C1,
care este proteinaza principald a pastdilor de fasole, avea, dupa datele SDS-electroforezei, M; egala cu 34 kDa,
ceea ce coincide practic cu rezultatele noastre. Evident, aceste proteinaze sunt foarte apropiate una de alta.
Astfel, analiza secventelor amino-terminale demonstreaza ca proteinaza A din semintele de fasole apartine
familiei papainice a proteinazelor cisteinice.

Spre deosebire de semintele germinate de mazariche, unde proteinaza A are cea mai mare activitate pro-
teolitica, proteinaza A din semintele de fasole nu este cea mai activd, avand o activitate relativ mica atat in
comparatie cu CPPh [14], cét si cu legumaina [17].

La actiunea proteinazei A asupra fazeolinei s-a observat (dupa rezultatele SDS-electroforezei) disparitia
benzilor ce corespund catenelor polipeptidice ale fazeolinei native si aparitia a trei fragmente principale cu
M, de aproximativ jumate de subunitate (Fig.3). Dupa 30 min. de hidroliza se formeaza o banda; dupa 2 ore —
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o banda (si Inca una foarte slaba); dupa 24 ore — 3 benzi, care au fost notate F1-F3 conform descresterii M.,.
Fragmentele F1 si F3 apar doar dupa 24 ore de hidroliza, atunci cand subunitatile faseolinei sunt scindate practic
complet. La actiunea ulterioara a proteinazei (in decurs de 42 ore) nu se produc schimbari in cantitatea
proteinei hidrolizate si nici in componenta fragmentelor formate (Fig.3).
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Fig.3. Spectrul electroforetic al fazeolinei pe parcursul desfasurarii hidrolizei ei
la actiunea proteinazei A din fasole.
A. Electroforeza in gradient al GPAA: 1 — 0 ore; 2 — 42 ore
(M, ale proteinelor standard (in kDa) sunt aratate la stanga);
B. SDS-electroforeza: 1 — proteinele standard (M; (in kDa) sunt aratate la stinga);
2-6 -0, 0,5, 2,24 si 42 ore.

Rezultatele secvendrii terminatiilor aminice ale fragmentelor fazeolinei denotd ca aceste fragmente au
urmatoarele secvente aminoacidice: F1 (27,7 kDa) — KQDNTIG, F2 (26,6 kDa) — nu a fost determinat, F3
(24,8 kDa) — TSLREEEE. Aceste rezultate atestd ca este clivata legatura peptidica S216-K217 (aici i mai
departe numerotarea se efectueaza dupa subunitatea  a fazeolinei) din linkerul dintre domene [9]. Un frag-
ment apartine domenului C, altul, cu M, mai micd — domenului N al subunitatii fazeolinei. Al treilea fragment
nu a fost identificat, dar colorarea pentru glicozilare aratd ca ambele benzi initiale sunt glicozilate, pe cand
numai doud din trei fragmente formate sunt colorate (nu este aratat). Luand in considerare locul legaturii
peptidice scindate, aceasta arata ca el apartine capatului carboxi-terninal si poate fi explicat prin deosebirile
in gradul de glicozilare a subunitatilor fazeolinei [19].

Electroforezea in gradient al GPAA arata ca M, a fazeolinei modificate in vitro de proteinaza A constituia
133 kDA (Fig.3), sau 95% din masa fazeolinei native. Deci, numai 5% din masa moleculei a fost pierduta la
hidroliza fazeolinei de catre proteinaza A, ceea ce explica scimbarea M, a fazeolinei.

Astfel, proteinaza A hidrolizeaza fazeolina nativa in vitro catalizand doar proteoliza limitata a acestui substrat.
Metoda folositd nu permite detectarea schimbarilor la capatul carboxi-terminal al subunitétilor fazeolinei.
Insa, este posibil ca cateva legituri peptidice sa fi fost scindate in segmentele carboxi-terminale dezordonate.

Actiunea proteinazei A asupra fazeolinei se aseamana cu actiunea proteinazei CPPh [14], numai cd in
cazul proteinazei A se formeaza doar trei fragmente, comparativ cu patru in cazul proteinazei CPPh, iar M; a
oligomerului fazeolinei se micsoreaza doar cu 5%, comparativ cu 8,6% in cazul proteinazei CPPh [14].

Pe de alta parte, toate proteinazele A izolate sunt capabile sa scindeze PR pana la peptide scurte [2,18].
Aceste rezultate demonstreaza ca fasolele si méazarichea difera in interactia dintre proteinele lor 7S de rezerva si
proteinazele A in decursul germinarii. Rezistenta inaltd bine cunoscuta a fazeolinei la proteoliza [7,14,17,22]
trebuie sa fie relatatd la particularitatile structurale ale fazeolinei.
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Oprirea hidrolizei fazeolinei doar dupa scindarea unei parti neinsemnate de proteind demonstreaza ca,
spre deosebire de celelalte PR, la a caror degradare se observa decurgerea paralela a proteolizei dupa mecha-
nismul consecutiv si unul-cate-unul [21], la actiunea proteinazei A asupra fazeolinei proteoliza are loc doar
dupa mecanismul consecutiv. Toatd scindarea proteinei este determinatd de indepartarea peptidelor scurte
prin proteoliza limitata.

Astfel, aceste rezultate arata ca stabilitatea fazeolinei la hidroliza enzimatica este determinata de proteina
insdsi. Prin urmare, cauza deosebirilor manifestate trebuie cautatd in particularitatile structurii fazeolinei.

Structura fazeolinei este determinatd cu un grad inalt de rezolutie [9]. Pe baza acestor date si a alinierii a 15
structuri primare cunoscute a proteinelor de rezerva 7S, a fost propus modelul canonic al structurii tertiare [9].

Molecula fazeolinei este alcatuita din trei subunitati. Fiecare subunitate include doud domene structurale
foarte asemanatoare (amino- §i carboxi-terminale), unite printr-un linker interdomenic. Fiecare domen este
reprezentat de un B-barrel (B-butoias, compus din 8 B-structuri principale si 5 suplimentare) si a-structura
(3 a-helixuri aranjate consecutiv). Doua a-helixuri ale fiecdrui domen ies pe partile opuse ale fiecarei
subunitati in forma de carlig si joacd un rol important la stabilizarea oligomerului fazeolinei.

Marimea fragmentelor formate la hidroliza fazeolinei de proteinaza A constituie aproximativ jumatate din
subunitate. Marimea fragmentelor, precum si lipsa produsilor intermediari ai scindarii subunitétilor, arata ca
atacului proteolitic pot fi supuse numai sectoarele relativ scurte terminale si cel central. Secvenarea amino-
terminald a fragmentelor §i compararea lor cu structura primard a subunitatilor fazeolinei a demonstrat ca
Ser216 reprezintd aminoacidul din pozitia P1 a situsului scindarii. Legéatura peptidica scindatd S217-K218
este situatd in linkerul interdomenic.

Scaderea M; a fazeolinei la actiunea proteinazei A (Fig.3) aratd cd suma maselor moleculare ale peptidelor
indepartate trebuie sa constituie aproximativ 2,3 kDa la fiecare subunitate, ceea ce este mai putin decat in
cazul proteinazei CPPh [14]. Este evident ca scindarea peptidelor trebuie s aiba loc la capatul carboxilic,
deoarece diminuarea M; a oligomerului nu poate avea loc la schindarea doar a legaturii peptidice identificate.

Structura cuaternard a PR poate avea o importantd deosebita pentru prevenirea proteolizei premature la
maturizarea semintelor. Totodatd, ea nu trebuie sd Impiedice mobilizarea PR la germinarea semintelor, care
este un proces tot asa de regulat ca si depunerea rezervelor de proteine. Astfel, putem admite ca particularitatile
proteolizei fazeolinei la actiunea proteinazei A, ca si la actiunea altor proteinaze endogene [3,14] si exogene
[7,12], sunt determinate de deosebirea structurala a fazeolinei de alte proteine 7S.

Trei proteinaze cisteinice, notate proteinaza A, CPPh [14] si legumaina [17], au fost purificate din semintele
germinate de fasole si partial caracterizate. Proteinaza A si CPPh din fasole sunt aseméanétoare proteinazei A [2]
si CPR1 [1] din mazariche si, respectiv, apartin endopeptidazelor cisteinice de tip papainic. Legumaina apartine
endopeptidazelor cisteinice legumainice si este apropiatd de proteinaza B din mazariche [17]. Deci, aceste
endopeptidaze cisteinice, conform datelor structurilor primare, sunt aseméanatoare celora din semintele ger-
minate de mazariche; dar, spre deosebire de ele, actiunea lor asupra fazeolinei se deosebeste considerabil.
Daca proteinaza A din mazariche este capabild de scindare completd a vicilinei, proteinei 7S de rezerva din
mazdriche, atunci proteinaza A din fasole are o actiune limitata asupra fazeolinei.

Un alt moment interesant il reprezinta faptul ca proteinaza A din fasole aparent participa la doud procese
fiziologice diferite, precum ar fi scindarea PR la germinarea plantelor si mobilizarea nitrogenului din pastaile
de fasole la maturizarea semintelor [20]. Aceasta prezinta un interes deosebit, deoarece participarea unei si
aceleasi enzime la diferite etape ontologice de dezvoltare este un fenomen rar. In aceastd ordine de idei,
cercetarea importantei proteinazei A pentru diferite procese fiziologice in diferite organe ale plantei prezinta
un ineres deosebit.

Fragmentele fazeolinei modificate proteolitic in decursul germindrii semintelor de fasole au secvente
amino-terminale identice cu cele obtinute la incubarea fazeolinei native cu legumaina [17]. Nu au fost detectate
fragmente care corespund actiunii proteinazei A sau CPPh. Prin aceasta fasolele se deosebesc de schema
propusa de Shutov si Vaintraub [18], ceea ce demonstreaza ca la diferite plante proteinaze asemanatoare pot
avea functii diferite si aceste functii Inca urmeaza a fi determinate.
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