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Mobilizarea proteinelor de rezerva (PR) in timpul germinarii semintelor si
in etapa timpurie a cresterii plantulei se efectueaza intr-un mod bine reglat.
Acest proces este initiat de cdtre actiunea unei proteinaze specifice asupra PR
care modificd limitat structura acestor proteine si, in acest fel, le face
sensibile la actiunea altor proteinaze care le hidrolizeaza pana la peptide si
aminoacizi [1]. In semintele de fasole (Phaseolus vulgaris L.), de exemplu,
proteoliza fazeolinei, PR principale, este initiatd de catre o proteinaza
cisteinicd Asn-specificd, legumaina, iar ulterior o altd proteinaza cisteinica
papainicd, CPPh, hidrolizeazd profund fazeolina modificatd de cétre
legumaina [2]. Se presupune cd PR si proteinazele din seminte au influentat
reciproc evolutia unora 1n asa fel ca sa fie evitatd degradarea PR in timpul
depunerii lor in cotiledoane la maturizarea semintelor, iar la germinarea
semintelor sd poata fi efectuatd mobilizarea eficientd a PR [3].

Pe langa PR, semintele multor plante mai contin si alte grupe de proteine
[4], unele dintre care sunt biologic active, precum lectinele [5]. Functiile pe
care le au lectinele in vivo nu sunt incé stabilite cu sigurantd [6], insa este
cunoscut faptul ca prezenta acestor lectine in cantititi mari are un efect
negativ asupra valorii nutritive a produselor alimentare [7]. De exemplu,
semintele de fasole contin o cantitate sporita de fitohemaglutinind (PHA) [5],
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ceea ce influenteaza negativ folosirea lor in diete [7]. Lucrul acesta se
datoreaza si faptului cd lectinele sunt rezistente la actiunea proteinazelor
tractului digestiv [8], fapt ce le permite sd interactioneze cu receptorii
celulelor epiteliului intestinal si in acest mod sa declanseze reactii
inflamatorii [8] cauzind dereglari ale tractului digestiv. Este cunoscut faptul
ca multe lectine sunt, de asemenea, alergeni puternici [7, 8], iar recent a fost
stabilit ca si PHA poseda un caracter alergenic [9].

Deoarece producerea si folosirea proteinelor vegetale in industria
alimentara are o importantd majord pentru asigurarea populatiei cu alimente,
gasirea unei solutii de imbunétatire a valorii nutritive a izolatelor proteice din
seminte prin inlaturarea compusilor daunatori, printre care se numara si PHA
[10], reprezintd o problema careia i se acorda o atentie sporitd in ultimul
timp. Odata ce in procesul de germinare si crestere a plantulei lectinele sunt
alaturi de PR profund hidrolizate, se considerd ca cercetarea proteolizei lor la
actiunea proteinazelor endogene poate ajuta la clarificarea mecanismului

Este cunoscut faptul ca fazeolina este rezistentd la actiunea proteinazelor
[11, 12] si devine sensibila la actiunea lui CPPh numai dupa modificarea ei
de cétre legumaina [2]. De aceea, in aceasta lucrare, am cercetat mecanismul
proteolizei PHA la actiunea legumainei.

Legumaina a fost purificatd dupa o metoda proprie [2], iar PHA — dupa
metoda lui Rigas si Johnson in modificatia lui Karmanski [13]. Pentru
determinarea puritatii legumainei, s-a efectuat masurarea activitatii cu un
substrat specific legumainei Bz-Asn-p-nitroanilide si cu un substrat specific
pentru proteinazele papainice Bz-Phe-Val-Arg-p-nitroanilide, iar pentru
evitarea oricarei contamindri a legumainei cu alte proteinaze papainice, in
preparatul final de legumaind a fost adaugat E64, 10uM, un inhibitor al
proteinazelor papainice. Determinarea proteinei reziduale a fost efectuata
dupa metoda Gofman [14], iar analiza hidrolizatului a fost infaptuitd prin
electroforeza in prezenta SDS-ului.

PHA este o proteina oligomericd cu masa moleculara (M) de 126 kDa
alcatuita din doua tipuri de subunitati L si E cu M, de 32 kDa si 34 kDa,
corespunzator, care formeaza un tetramer in toate combinatiile posibile ale
subunitatilor: Ly, L3E, L,E,, LE; si E,, astfel rezultand in cinci proteine.
Legumaina hidrolizeaza limitat PHA, scindand numai 45% de proteina in 48
de ore. In urma analizei electroforegramei preparatului de PHA hidrolizat de
catre legumaind, s-a constatat cd pe parcursul hidrolizei are loc scindarea
catenelor polipeptidice ale PHA native si apare o banda proteica majora cu
M, aproximativ de 28,4 kDa, precum si formarea unui grup de fragmente cu
M, 1n diapazonul de 19-13 kDa. Concomitent cu subunitatile native ale PHA,
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este hidrolizatd si banda majora formata la actiunea legumainei. Acest proces

este finisat in timp de 4 ore. Numarul benzilor ce corespund fragmentelor cu

M, se schimba putin, iar intensitatea lor creste treptat pe parcursul hidrolizei.
Aceste rezultate aratd ca proteoliza PHA la actiunea legumainei se

deosebeste de proteoliza proteinelor de rezerva. Legumaina scindeazd mai

profund PHA decat fazeolina, pe care doar o modifica [2], iar aceastd
scindare decurge paralel dupa doud mecanisme, cooperativ si non-cooperativ,
ceea ce este demonstrat prin disparitie concomitentd pand la 4 ore de
hidroliza a benzilor ce corespund catenelor polipeptidice native si a benzii cu

M, mare formate la actiunea legumainei, precum si de variatiile spectrului de

fragmente (detectate la SDS-electroforeza) formate in cursul proteolizei. Deci

legumaina, la fel ca si o altd proteinaza cisteinicd endogena, CPPh [15],

hidrolizeazd PHA conform mecanismului mixt de proteoliza, doar numai ca,

spre deosebire de CPPh, acest proces se opreste dupa hidroliza a 45% de
proteina.
Referinte:

1. SHUTOV, A.D. and VAINTRAUB, I.A. Degradation of storage proteins in
germinated seeds. In: Phytochemistry. 1987, n0.26, p.1557-1566.

2. ZAKHAROV, A., CARCHILAN, M., STEPURINA, T., ROTARI, V., WILSON,
K., VAINTRAUB, 1. A comparative study of the role of the major proteinases of
germinated common bean (Phaseolus vulgaris L.) and soybean (Glycine max (L.)
Merrill) seeds in the degradation of their storage proteins. In: J Exp. Bot. 2004,
n0.55, p. 2241-2249.

3. SHUTOV, A.D., BAUMLEIN, H., BLATTNER, F.R. and MUNTZ, K. Storage
and mobilization as antagonistic functional constraints on seed storage globulin
evolution. In: J. Exp. Bot. 2003, no.54, p.645-1654.

4. MUNTZ, K. Proteases and proteolytic cleavage of storage proteins in developing
and germinating dicotyledonous seeds. In: J Exp. Bot. 1996, n0.47, p.605-622.

5. RUDIGER, H., GABIUS, H.-J. Plant lectins: Occurrence, biochemistry, functions
and applications. In: Glycoconjugate J. 2001, no.18, p.589-613.

6. PEUMANS, W.J. and VAN DAMME, E.J.M. Lectins as plant defense proteins.
In: Plant Physiol. 1995, n0.109, p.347-352.

7. NACHBAR, M. and OPPENHEIM, J. Lectins in the United States diet: a survey
of lectins in commonly consumed foods and a review of the literature. In: Amer. J.
Clin. Nutr. 1980, n0.33, p.2338-2345.

8. FREED, D.L.J. Do dietary lectins cause disease? In: BMJ. 1999, n0.318, p.1023-1024.

9. KUMAR, S. et al. Phytohemagglutinins augment red kidney bean (Phaseolus
vulgaris L.) induced allergic manifestations. In: J. Proteomics. 2013, n0.93, p.50-64.

10.BOLLINI, R., CARNOVALE E., CAMPION, B. Removal of antinutritional
factors from bean (Phaseolus vulgaris L.) seeds. In: Biotechnol. Agron. Soc.
Environ. 1999, no.3, p.217-219.

11.ROTARI, V.1 et al. Proteinase A-like enzyme from germinating kidney bean
seeds. Its action on phaseolin and vicilin. In: Physiologia Plantarum. 1997,
no.100, p.171-177.

66



12.JIVOTOVSKAYA, A.V. et al. Proteolysis of phaseolin in relation to its structure.
In: J. Agric. Food Chem. 1996, no.44, p.3768-3772.

13. KAPMAHCKHA, U. M. Boizienenue GpUTOreMarriloTHHAHA U3 ceMsaH daconu. B:
Cospemenvie memoowl ¢ buoxumuu./ Ilon pen. B. H. OpexoBa. Mockga, 1977,
c.254-256.

14. VAINTRAUB, LA. and YATTARA, H.B. Proteolysis of Kunitz soybean trypsin
inhibitor. Influence on its activity. In: J. Agric Food Chem. 1995, n0.43, p.862-868.

15. MORARI, D., STEPURINA, T., ROTARI, V. Actiunea proteinazei cisteinice
endogene CPPh din semintele germinate de fasole asupra fitohemaglutininei. in:
Conferinta stiintifica ,, Integrarea prin cercetare si inovare”, 26-28 septembrie 2013.
Stiinte naturale, exacte si ingeneresti, USM. Chisinau: CEP USM, 2013, p. 42-44.

67


http://www.tcpdf.org

