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In timpul evolutiei globulinelor de rezerva 7S si 11S din seminte in
structurile lor de domeniu au aparut insertii hidrofile extinse, care
formeaza la suprafata moleculei regiuni sensebile la atacul proteolitic
[1]. Proteoliza limitatd a acestor zone poate duce la o scddere a
alergenicitatii globulinelor de rezerva. Astfel, in timpul proteolizei
limitate a globulinei 11S din soia se distruge portiunea C-terminala
extinsd a domeniului N-termina [2], in care existd determinantii
antigenici (epitopii IgE), identificati in subunitatea G1 a globulinei
11Sdinsoia[3].

In aceasta lucrare, se aratd potentialul utilizarii proteolizei limitate
pentru a reduce alergenicitatea globulinei de rezerva 7S din arahide,
Ara hl, cel mai puternic alergen dintre toate proteinele de rezerva din
semintele studiate [4].

Structura Ara hl (pdb|3s7e si pdb|3smh) este tipica pentru
globulinele de rezerva 7S din seminte de tipul convicilinelor, care
contin Tn molecula matura prelungirea nestructuratd N-terminald, cu o
sensibilitate crescutd la atacul proteolitic [5]. In subunitatea o' a
globulinei 7S din soia, similara dupa structura primara cu Ara hl,
prelungirea N-terminala este cea mai sensibila la proteoliza limitata cu
tripsind si este eliminatd complet deja in stadiile initiale ale reactiei
dupd scindarea legaturii peptidice, care implica restul de arginind in
regiunea C-terminald a acestei prelungiri [5]. In aceeasi regiune
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structurald a Ara hl, restul de Arg87 formeaza o legatura peptidica cu
restul de Asn88 (Fig. 1) care are o accesibilitate sporitd fata de sol-
vent. In conformitate cu aceste observatii, probabil ¢i actiunea initiala
a papainei asupra Ara hl duce la clivarea legaturii Arg87-Asn88,
eliminand complet prelungirea N-terminald. Intr-adevir, fragmentul
cu masa 48.7 kD, cel mai mare dintre fragmentele Ara hl detectate la
electroforeza, care se formeaza in etapele initiale ale proteolizei, cu 0
probabilitate mare corespunde secventei Asn88-Arg502 (Fig. 1, 2).

Punctele presupuse de scindare a secventei Ara hl, aratate in Fig. 1
si 2, au fost obtinute in conformitate cu rezultatele electroforezei
(compozitia fragmentelor si masa lor moleculard, transformarea
secventiald a fragmentelor mari in fragmente mai mici, detectate prin
modificarea intensitatii benzilor corespunzatoare), precum si potrivit
unor alte observatii.
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Fig. 1. Diagrama panglica a modelului structurii tertiare a
subunitatilor in trimerul alergenului 7S, Ara h1, din arahide.

Partea neagrd a diagramei corespunde domeniului C-terminal.
Italic sunt marcate unele dintre structurile secundare ae domenuliui.
Liniile punctate aratd regiunile nestructurate N-terminal (a) si C-
terminal (e) ale subunitatilor, precum si limiteaza regiunile b, c si d,
care nu sunt depistate in structurile de cristal pdb|3s7e si pdb[3smh.
Asteriscul indicd pozitia resturilor de aminoacizi cu o accesibiliate
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crescutd fatd de solvent in structura de cristal a oligomerului
pdb[3smh. Resturile de Lys si Arg in pozitia P1 a legaturilor peptidice,
care probabil sunt scindate de papaina, sunt indicate cu sageti drepte.
Sageata oblicad arata pozitia legaturilor peptidice, scindarea cirora in
structura subunitdtii omoloage a'a globuling 7S din soia au fost
stabilite experimental [5].
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Fig. 2. Secventa aminoacida a regiunilor nestructurate a — e, cel putin
in una din subunitatile Ara hl (notata cu litere mici), si epitopii 4-9 si
13 identificati in ea. In paranteze patrate este indicat numarul de
resturi din zonele structurate ale Ara hl. Resturile, ce corespund
specificitatii de substrat a papainei, sunt subliniate. Numerotarea
resturilor de Lys si Arg in pozitia P1 a legaturii peptidice, scindate de
catre papaind, corespunde secventei proteinei mature.

Pe baza scenariului ipotetic descris supra (Fig. 2) si pozitia
epitopilor IgE identificati in subunitatile Ara hl [4], este posibil sa se
estimeze potentialul de reducere a alergenicitatii acestei proteine prin
proteoliza sa limitata cu papaina. Epitopii 1-3 apartin portiunii N-
terminale a subunitdtii Ara hl, Indepartata prin procedee proteolitice.
A treia parte din cei 18 epitopi rdmasi in molecula maturd Ara hl
(epitopii 4-9, Fig.2) apartine regiunii nestructurate N-terminald a si
sunt eliminati sub actiunea initiala a papainei. Aceastad zona este
bogata 1n resturi de arginind si aparent rapid se distruge cu formarea
peptidelor scurte care ar trebui sd reduca alergenicitatea Ara hl. Este,
de asemenea, posibila distrugerea in timpul proteolizei limitate cu
papainaaregiunii nestructurate b, care contine epitopul 13.
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