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Proteine — Aminoacizi - Generalitati

Principalele roluri : S
1)cataliza biologica — enzimele — proteine globulare ce catalizeaza in mod specific anumite reactii Ex: alcool-

dehidrogenaza — dehidrogenarea alcoolului etilic in aldehida acetica

2)aparare — anticorpii (imunoglobulinele) — proteine globulare ce recunosc potentialii agenti patogeni
3)transport — proteine globulare ce vehiculeaza molecule sau ioni in organism sau in celule — hemoglobina
4)structural — proteine fibrilare — cheratina din par, colagenul din piele, ligamente

5)miscare — proteinele fibrilare actina si miozina ce transforma energia chimica in miscare

6)reglare — proteine de dimensiuni mici ce functioneaza ca mesageri intercelulari

Proteinele sunt polimeri rezultafi in urma condensarii unui numar mare de L-aminoacizi uniti prin legaturi peptidice.
Toate proteinele contin 20-22 aminoacizi naturali ce fac parte din seria L si au gruparea amino in pozitia a.

Aminoacizi alifatici:

HN——CH,—C—O0OH HN—™—CH—C—0OH HN—/CH—C—O0OH H,N—/™CH—C—OH H,N—™CH—C—O0H

CHs CH, CH, CH,
nepolar OH SH CH,

Polar, neutru Polar, neutru S

EH8 nepolar

Glicocaol, glicina (Gly, G)  a-Alanina (Ala, A) Serina (Ser, S) Cisteina (Cys, C)  Metionina (Met, M)




Proteine — Aminoacizi - Generalitati

Aminoacizi alifatici:

ﬁ

HN—™—CH—C—OH H, N_CH—C_OH H N_CH—C_OH H, N_CH—C_OH H N_CH_C_OH

c|:H—0H
CHjg
nepolar
Polar, neutru P nepolar Polar, negativ
nepolar

Treonina (Thr, T) Valina (Val, V) Leucina (Leu, L) Izoleucina (lle, 1)  Acid aspartic (Asp, D)

| || e

> H,N—CH—C——OH H,N——CH—C——OH
Polar, neutru
Polar, negativ Polar, neutru
Polar, pozitiv Polar, pozitiv

Asparagina (Asn, N) Acid glutamic (Glu, E) Glutamina (GIn, Q) Lizina (Lys, K) Arginina (Arg, R)




Proteine — Aminoacizi - Generalitati

Aminoacizi ciclici

N_CH_C_OH HZN_CH—C_OH HZN_CH—C_OH 2N_CH—C_OH C_OH

. . nepolar
Polar, pozitiv

Fenilalanina (Phe, P) Tirozina (Tyr, Y) Triptofan (Trp, W) Histidina (His, H) Prolina (Pro, P)




Structura proteinelor

1. O proteina poate contine una sau mai multe catene de aminoacizi — catena polipeptidica (polipeptida). Fiecare
polipeptida are un capat C-terminal si unul N-terminal, legaturile dintre resturile de aminoacizi find legaturi
peptidice.

NH,——CH,——COOH + NH,——CH——COOH + NH,——CH,——COOH ———>

Legatura
peptidica

NH2 CH2 CHZ_—COOH

. . Aminoacid (capat) C-
Aminoacid (capéat) N- terminal
terminal

Carboxyl
termunus

Amino
terminus

-

N—Ca Ca—C C-N

Electronii 1 ai dublei legaturi C=0 intra in rezonanta cu atomul de N si legatura peptidica capata caracter partial de
dubla legatura. Atomul de C si N legati prin legatura peptidica nu se mai pot roti liberi unul fata de celalalt, astfel
incat toti atomii gruparii peptidice devin co-planari. Catena peptidica poate fi vazuta astfel ca un sir de planuri rigide,
ce se pot roti intre ele la nivelul legaturilor N-C, si C,-C. Unghiurile de rotatie au fost notate ¢ (phi) si @ (psi).




Proteine - structura

2. catenele polipetidice sunt impachetate Tn conformatii tridimensionale specifice. Forma

tridimensionald a unei proteine dicteaza functia acesteia. In general, plierea unei S

proteine in forma tridimensionala specifica se realizeaza spontan, pe baza principilor de minimizare a energiei—
aminoacizii nepolari hidrofobi in interior, iar cei polari la exterior. Plierea corecta a proteinelor este insa controlata
enzimatic si corectata atunci cand este cazul de catre proteinele chaperone.

3. exista 3 nivele de organizare a structurii proteinelor:

A. Structura primara - este data de numarul, natura si succesiunea resturilor de aminoacizi.

1 vlispadktnv kaawgkvgah ageygaeale rmflsfpttk tyfphfdlsh gsagvkghgk
61 kvadaltnav ahvddmpnal salsdlhahk lrvdpvnfkl lshcllvtla ahlpaeftpa
121 vhasldkfla svstvltsky r

B. Structura secundara - este datd de orientarea spatiald a catenei polipeptidice. Caracterul partial de dubla
legatura al legaturii peptidice si legaturile de H dintre -COOH si -NH, favorizeaza aparitia unor structuri spatiale

specifice: a-helix si p—pliate

Polypeptide
backbone




Proteine - structura

(L)

Linus Pauling, Robert Corey si Herman Branson in 1951

Motive — (structuri supersecundare) elementele structurii secundare se
pot combina in mod specific, rezultdnd motive proteice deosebit de

stabile

i foarte frecvent intalnite in structurile

proteice.

Ex: motivul

(m) Antiparallel

(b) Parallel

be——"

Bt N

%ggégﬁiggigﬁ




Proteine - structura

D. Structura tertiara — aranjarea, replierea si infasurarea
segmentelor a-helicoidale si B-pliate intr-o organizare spatiala
complexa sub forma de ghem sau globula.

Domenii — unitati structurale independente din cadrul aceleiasi
catene polipetidice cu forma si functie specifica. O catena
polipetidica poate contine mai multe domenii.

F. Structura cuaternara — este specificd numai anumitor
proteine si reprezinta nivelul de organizare structurala cel mai inalt.
Este rezultatul asocierii a doua sau mai multe catene polipeptidice : il
numite protomeri, fiecare cu structura sa primara, secundara si |l
tertiara intr-un conglomerat spatial complex. Il 1

P-plested
shoot

- I
/C\,‘..c 'c \'l- - A
| ]

Quatemary
structure

Hemoglobina ATP-sintaz




RSCB PDB

Baza de date cu structuri proteice disponibila la adresa:
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

Peste 159000 de structuri proteice, pentru fiecare proteina fiind prezentate:
. un cod de identificare unic (PDBID) alcatuid din 4 litere
. referinta bibliografica unde a fost descrisa acea structura
. data la care structura a fost publicata in PDB
. metoda prin care a fost stabilita structura: difractie cu raze X, NMR sau microscopie electronica
. numarul de aminoacizi gi eventualii leiganzi non-proteici (cofactor, metale, etc)
. un figier .pdb care contine pozitiile in spatiu a tuturor atomilor din structura moleculei

Hemoglobina - PDBID 2DHB Fisierul 2DHB vizualizat in pyMol

1.00 ©

19.012



http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

Proteine - structura

Pollpeptldele cu cateva sute de aminoacizi se pliaza frecvent in unitati globulare, stabile, numite domenii. In multe
cazuri un domeniu ce face parte dintr-o proteina mai mare igi va pastra stuctura chlar daca este separat de protelna
prin procese proteolitice.

Clasificarea proteinelor functie de structura — baza de date SCOP

The Structural Classification of
Proteins (SCOP)

http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop

In SCOP, structurile proteinele sunt organizate ierarhic in:

.Clasa — cuprinde proteine ce au preponderent unul, doua
sau toate tipurile de structuri secundare

ﬁ\
N s e
b5 ~ '-"-4‘
% UG,

\‘ .‘
= N

Motiv

.Familie — cuprinde proteine apropiate d.p.v evolutiv ce
au secvente si structuri 3D similare si indeplinesc funcfii
apropiate;

.Superfamile — cuprinde familii de proteine ce nu sunt
asemanatoare dpv al secventei, dar au funcitii similare

Al -
:
G j(l&;
" “2
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http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop

Metabolismul proteinelor A. Sinteza

Sinteza proteinelor se realizeza in cursul procesului de traducere a
mesajului transcris ca ARNm intr-o catena de aminoacizi, proces ce se
realizeaza in ribozomi cu participarea ARNt.

ARNTt :
. tip specific de ARN codificat de molecula de ADN dar care nu
este tradus in aminoacizi
are rolul de a transporta si pozitiona aminoacizi in viitoarea
catena.
au fost descrise 45 de tipuri diferite de ARNt ce au aceeasi
forma tri-lobara dar care difera unul de celalalt prin:
- 0 secventa specifica de trei nucleotide amplasata pe ce-a de-a
doua bucla — secventa numita anticodon. Fiecare tip de ARNr b
contine un alt anticodon ce este complementar cu un codon. Situs de atagare al
- afinitatea fatd de aminoacizi — fiecare tip de ARNt are aminoacidulu
capacitatea de a se cupla cu un aminoacid specific, functie de
anti-codonul de pe cea de-a doua bucla.

Ribozomul:

Care este structura ribozomului? Ce contine ribozomul?

La nivelul ribozomului au fost descrise 3 situs-uri

functionale:

Situs P — (peptidil) — are loc formarea legaturii peptidice . ~=¥ | Structura
. . . Schema structurii 3D nativa

Situs A — (aminoacil) — legarea moleculelor de ARNt cu trilobara a ARNt ~ ARN

amionacizi | (\/<

Situs E — (exit) — situs-ul pe unde ARNt fird aminoacizi L i,

paraseste ribozomul

(@) Anticodon




Codul genetic

Traducerea informatiei din ADN/ARNm (limbaj bazat pe nucleotide) in catena
polipeptidica (limbaj bazat pe aminoacizi) se realizeaza dupa un set strict de reguli ce
alcatuiesc codul genetic. La baza codului genetic sta notiunea de codon - o succesiune
de 3 baze azotate (tripleta) din secventa ARNm ce specifica un anumit aminoacid din
secventa catenei de aminoacizi.

Prima A doua nucleotida A treia
nucleotida U C A G nucleotida

(Phe/F) UCu UAU (Tyr/Y) UGU (Cys/C)
Fenilalanind UCC (Ser’s) UAC |Tirozina UGC |Cisteina
er
UCA Serin3 UAA Stop UGA Stop
1p/W)

(T
UCG Stop UGG | Tyiptofan

(LewL)

Leucina cCU (His/H) cGU

CCC Histidina CGC (Arg/R)
CCA (GIn/Q) CGA Arginina
CCG Glutamina CGG

ACU (AswN) AGU (Ser/S)

(Tle/I) Ba) (Serrs
Izoleucina ACC (Thr/T) Sparagina igi erind

ACA o o
Treonind (Lys/K) (Arg/R)

(MetM) | Lizina AGG Argining

Metionina
GCU (Asp/D) Acid GGU

(Val/v) GCC |(Ala/A) aspartic GGC (Gly/G)

Valinad GCA Alanina (Glu/E) Acid GGA Glicina
GCG glutamic GGG

Qraoc @ 0ocrEnc @ »0Cc




Etapele sintezel proteinelor

La procariote etapele traducerii informatiei genetice si deci a sintezei proteinelor sunt:

1. Initierea — o moleculda de ARNt cu formil-metionina (ARNt™Me) se asociaza de subunitatea mica (30S) a
ribozomului. Proteine specifice numite factori de initiere amplaseza ARNt™et in situsul P. Complexul de initiere
format se leaga apoi de ARNm pe baza complementaritatii dintre anti-codonul ARNt™et si codonul AUG specific
pentru metionina din ARNm precum si prin intermediul unui situs de legare al ribosomulul de pe ARNm (secventa

Shine-Dalgarno (AGGAGG) la procariote sau capatul 5 modificat la eucariote)
AR/Nthet
factor de initiere Subunitate mare

iet) =
G ~ ) SitusP

ﬁsitus A

1
g

Subunitate mica

Parte a primei etape este si reactia catalizata de aminoacil-ARNt sintetaze. Fiecare sintetaza este specifica
pentru un anumit aminoacid si poate esterifica aminoacidul pe molecula sau moleculele de ARNt

corespunzatoare dupa reactia:

Aminoacid + ARNt + ATP -> aminoacil-ARNt + AMP +PPi

Reactia catalizata de aminoacil-ARNt sintetaze indeplineste 2 roluri esentiale:

1. activeaza molecula de aminoacid pentru a putea forma legatura peptidica;

2. ataseaza aminoacidul de un adaptor (ARNt) ce asigura incorporarea corecta functie
de secventa de ARNm. Ribozomul nu verifica corectitudine aminoacizilor incorporati,
sarcina aceasta fiind indeplinita de specificitatea cu care aminoacil-ARNt sintetazele
asociaza ARNt cu aminoacizi — al doilea cod genetic, mai complicat decat primul.




Etapele sintezel proteinelor

2. Elongarea — la complexul de initiere se ataseaza subunitatea mare a ribozomului. Codonul adiacent codonului
AUG este amplasat Tn situsul A si poate interactiona cu o moleculda ARNt. Pe baza complementaritatii codon
(ARNm) — anti-codon (ARNt) o molecula de ARNt cu aminoacidul corespunzator se ataseaza in situs-ul A,

aminoacidul fiind adus Tn apropiere de Met. intre cei doi aminacizi are loc o reactie ce duce la formarea unei legaturi
peptidice.

Situs P

Situs E '{&

. Sltus A

Reactia enzimatica ce duce la formarea unei legaturi peptidice se numeste peptidil-transferaza si multa vreme a
fost considerata ca fiind apanajul unei proteine ribozomale. Reactia este insa realizata de ARNr 23S, fiind Thsa un
exemplu de reactii enzimatice esentiale catalizate de molecule de ARN.




Etapele sintezel proteinelor

3. Translocarea — ribozomul face un salt de 3 nucleotide in directia 5 -> 3' pe molecula de ARNm, ceea ce
amplaseaza ARNt™et in situs-ul E si al doilea ARNt in situsul P, iar situs-ul A devine din nou liber. ARNt™etdin
situs-ul E paraseste ribozomul i un al treilea ARNt cu aminoacidul corespunzator se ataseza in situsul A. Catena are
2 aminoacizi, al treilea urmand a fi incorporat printr-o noua etapa de elongare.

4. Terminarea — etapele de elongare si translocare se repeta, ribozomul deplasandu-se de-a lungul moleculei de
ARNmM pana cand in situsul A se situeaza un codon STOP. Pentru acesti codoni nu exista ARNt cu anticodonii
corespunzatori astfel incat inaintarea ribozomului este oprita. Prin legarea unor factori de eliberare, complexul
ARNmM-ribozom se desface si procesul de traducere se finalizeza

(A ;l%/ Catena
- olipetidica
4\‘ A polipe
Factor de
eliberare

f

.




Etapele sintezel proteinelor

La eucariote procesul de traducere a informatiei genetice este similar cu cel de la procariote,
insa intervine o etapa suplimentara de procesare si asamblare a ARNm (splicing).

Intron (zona Exon (zona ne-
codificatoare) codificatoare)

N e P 1) ) P [ ) 9 ) P T
|
Transcriere

capat 5'

. \ \
copleARN_[(- ) s e — ™) = =) ) p)==)

primara |

Intronii sunt excizati si
exonii sunt lipiti (spliced)

|

ARNm e )

matur

coada poli A 3'




WEHImovies

Transcription - Central Dogma Part 1
Translation - Central Dogma Part 2

https://www.youtube.com/watch?v=DA2t5N72mgw

https://www.youtube.com/watch?v=Wk| Vbwn1l4g
Ribosome

https://www.youtube.com/watch?v=morl|5e-jBNk
: PDB-101 https://pdb101.rcsb.org/motm/10
Ribosomal Subunits  https://pdb101.rcsb.org/motm/121
3 YouTube

Search

" T ‘q

wehi.edu’au

o) 052/227



https://www.youtube.com/watch?v=DA2t5N72mgw
https://www.youtube.com/channel/UCdBrXvlJn60zgpIQcZ0Fe7w
https://www.youtube.com/watch?v=WkI_Vbwn14g
https://pdb101.rcsb.org/motm/10
https://www.youtube.com/watch?v=morl5e-jBNk
https://pdb101.rcsb.org/motm/121

Costul si fidelitatea procesului de sinteza a proteinelor

Sinteza lantului de aminoacizi conform secventei de baze azotate de pe ARNm este un proces ce necesita energie:

1. pentru fiecare molecula de aminoacid-ARNt se utilizeaza 2 grupe PO, ;

2. daca in procesul de sinteza este amplasat in situsul A al ribozomului un aminoacid gresit, eliminarea lui necesita
liza unei molecule de ATP;

3. 0 molecula de GTP este clivata in procesul de initiere;

4. 0o molecula de GTP este clivata in procesul de translocare.

In total, Tn medie mai mult de 4 molecule NTP sunt hidrolizate la NDP pentru a sintetiza 1 legatura peptidica dintr-o
molecula proteica. Bilantul energetic este de 4 x 30,5 kJ/mol = 122 kJ/mol cheltiti pentru a sintetiza o legatura
peptidica ce contine 21 kJ/mol.

Proteinele sunt olimeri ce contin informatie, deci scopul nu este de a sintetiza legaturi peptidice, ci de a asambla
aminoaciziii intr-o anumita ordine si de a forma legaturi peptidice intre aminoacizi specifici. Fiecare grupare

PO, folosita are rol in a asigura inserarea corecta a aminoacizilor in procesul biosintetic si deci fidelitatea procesului
de traducere.

Rata de eroare a procesului de sinteza a proteinelor este de 1 aminoacid eronat la
10* aminoacizi incorporati.

Este aceasta rata mai mare sau mai mica decéat rata de eroare a sintezei ADN-ului?
Afecteaza acest lucru functia unei proteine? Dar a celulei sau organismului?




Plierea proteinelor in forma nativa

Procesul prin care catena poliptidica a unei proteine capata structura spatiala tridimensionala specifica
se numeste pliere. Structura tridimensionala normala a unei proteine in care aceasta isi poate indeplini
unctia specifica se numeste structura (forma) nativa. Orice alterare a structurii native a unei proteine

a fi insotita de o alterare (mai mare sau mai mica) a functiei proteinei respective.
Desi mecanismul procesului de pliere a proteinelor in structurile native nu este complet cunoscut,
cateva din principiile implicate in procesul de pliere a proteinelor ce se respecta in acest proces sunt

bine aprofundate teoretic:

Ribonucleaza nativa Ribonucleaza redusa

Principiul lui Anfinsen — proteinele sunt capabile de
auto-asamblare. Procesul de pliere este unul strict
termodinamic prin care catena ne-pliata trece de la un
nivel superior la unul inferior energetic (proteina nativa)

Structura primara a catenei polipeptice, prin tipul si
succesiunea aminoacizilor, este cea care contine
Racire sau

toata informatia necesara plieri proteinei in forma el
2

nativa. —N—G—
CH,

@ Legatura disulfidica

THe
=T

O H H
Ribonucleaza denaturata




Plierea proteinelor in forma nativa

2. Paradoxul lui Levinthal — timpul necesar pentru ca o peptida sa se plieze aleatoriu in structura
nativa respectand strict regulile termodinamicii este mai lung decat durata de viata a universului.
Majoritatea proteinelor se pliaza in fractiuni de secunda => paradoxul

3. Secventele proteice sunt supuse selectiei evolutive. Evolutia a selectat si pastrat doar acele
secvente proteice ce se pliaza rapid, corect si repetabil in forma nativa. Acest lucru este demonstrat
de faptul ca o peptida sintetizata in laborator avand o secventa aleatorie nu se pliaza niciodata intr-o
structura ordonata.

Plierea proteinelor nu este un proces aleatoriu, ci este directionat prin evolutie.

4. Plierea proteinelor in forma nativa poate fi asistata de alte e ey 961 3
proteine — chaperoni moleculari. In cazul proteinelor de peste e qesten
100 de aminoacizi, plierea poate dura un timp mai lung si

poate contine etape intermediare in care proteina este partial

pliatd. Tn aceste etape intermediare existd pericolul ca

proteina partial pliata sa interactioneze cu alte proteine si sa

formeze agregate proteice — aglomerari de proteine in stare

denaturata, putin solubile. Chaperonii moleculari au rolul de a

proteja aceste forme partial pliate si de a le ‘dirija’ catre forma
nativa. Care este semnificatia cuvantului chaperon?




Cum functioneaza chaperonii moleculari?

Au fost identificate doua clase de chaperoni

mo IeCU I ari: @) DnaJ binds to the (2) DnaJ stimulates ATP

1. Proteine din familia Hsp70 — proteine cu unfolded or partially ] hydrolysis by DnaK.
folded protein and A DnaK-ADP binds tightly

masa moleculara mica (70 kDa) si care sunt then to DnaK. | to the unfolded protein.
abundente cand celulele sunt expuse la ( |
temperaturi ridicate (heat shock proteins,
70 kDa => Hsp70). Proteinele Hsp70 | ,Jdeq =%

protein

interactioneaza cu zonele hidrofobe ale ToGroEL (2! s Partially

g |

system )9 o folded

polipeptidelor nepliate sau denaturate si M protein
n n . (9] (

preintampina agregarea acestora (ce <%>
. . v i)

legaturd are acest lucru cu faptul cad sunt | Fowe w

. c (nati

exprimate la expunerea la temperaturi| conformation

inalte?). Tot Hsp70 opresc de asemenea si (B AT+ e | - Qinbmietn

nan an e | é nucieotide-exchange
i i i 3 fi protein dissociates. X _ o factor GrpE stimulates

plierea acelor proteine ce trebuie sa fie factor GrpE i

translocate  prin  membrana  celulara. | [ e s e

Legarea Hsp70 de peptide si apoi :

desprinderea de acestea este un proces | pjierea asistats de chaperoni moleculari la bacterii

ciclic, ce necesita ATP si prezenta unei alte | pnak — omologul de la bacterii al proteinei Hsp70 eucario
clare de chaperoni moleculari de dimensiuni | Dnal - omologul de la bacterii al proteinei Hsp40 eucariot

mai mici — Hsp40.

‘ ADP + GrpE (+ DnaJ ?)
o 4

ATP




Cum functioneaza chaperonii moleculari?

2. Chaperonine — complexe proteice de
dimensiuni mari ce intervin in plierea acelor
proteine ce nu se pot plia in mod spontan, pe
baza legilor termodinamice. Se estimeaza ca in
E. coli 10-15% din proteine necesita
chaperonine pentru a se plia si procentul creste
la 30% in conditii de stres termic.

Cel mai cunoscut sistem de chaperonine este
GroEL/GroES de la E.coli. Peptidele nepliate se
leaga de un buzunar al complexului GroEL ce
este mai apoi acoperit de GroES. GroEL sufera o
serie  de modificari de structura ce sunt
alimentate de ATP si prin care peptida este pliata
in forma nativa. GroES se desprinde de pe
buzunar si elibereaza proteina pliata.

Desi nu sunt chapeoni moleculari, un rol
important in plierea proteinelor il au si enzimele
protein-disulfid izomeraze (PDlI - protein
disulfide isomerase). Acestea sunt localizate in
retocolul endoplasmic la eucariote si spatiul
periplamic la procariote si catalizeaza formare

(@ unfolded oA
protein binds / /¢
to the GroEL 1
pocket not
blocked by
GroES.

(8 The released
protein is fully
foldedorina
partially folded
state that is
committed to
adopt the native
conformation.

Folded /% :
protein

@ Protein folds
‘ inside the
enclosure.

@ Proteins not
folded when
released are
rapidly bound

again.

(2 ATP binds to
each subunit | {
of the GroEL
heptamer.

~=>7.a0p

@ ATP hydrolysis
leads to release
of 14 ADP and
GroES.

ﬁ---------,----.

(@ 7 ATP and GroES
bind to GroEL with
afilled pocket.

L

PDB ID 1AON


https://pdb101.rcsb.org/motm/32

Modificari post-traducere ale proteinelor

Pe masura ce lantul de aminoacizi este sintetizat, este pliat si modificat in mod specific pentru a forma structura
tridimensionala specifica pe baza carei proteina nou sintetizata isi va indeplini functia biologica. Plierea se
realizeaza prin formarea legaturilor de H, ionice si a interactiunilor hidrofobe dintre radicalii aminoacizilor. Tn acest fel
mesajul genetic liniar, unidimensional din ARNm este transformat intr-o structura tridimensionala.

Unele proteine nu sunt complet functionale decat dupa ce au suferit o serie de modificari post-translationale
specifice precum:

1. modificari la capatul C si N terminal — sinteza catenei polipeptidice nascente incepe cu un rest de N-formil-
metionina la bacterii si metionina la eucariote. Restul de formil, restul de metionina, uneori inca cativa
aminoacizi de la capatul N si, mai rar, cativa aminoacizi de la capatul C terminal al peptidei sintetizate sunt

eliminati enzimatic. De asemenea, 50% din proteinele EK sun acetilate la capatul N terminal;

2. formarea de punti disulfidice intre 2 resturi de Cys. oo €00

RyN—t—H O HN—C—H
CH—0—F—0 CH.

3. derivarea specifica a unor aminoacizi
A. radicalul OH din Ser, Thr sau Tyr poate fi fosforilat in mod specific de catre Phasghoserinie L |
protein-fosforilaze, gruparea PO, provenind de la o moleculd de ATP. Rolul | .. . .
functional al fosforilarii proteinelor variaza de la o proteina la alta. H—C—0—P—
Exemple ale rolului fiziologic al fosforilarii proteinelor: B
- caseina din lapte contine numeroase resturi de fosfoserina ce chelateaza ionii de

Ca?*. Caseina reprezinta astfel o modalitate eficienta de a transporta de la mama el

la fat 3 nutrienti importanti: aminoacizi, fosfor si Ca%*; E::
Fosforilarea histonelor implicata in procesele reparatorii ale ADN-ului; ooc” “coo
Reglarea activitatii unor enzime — fosforilarea glicogen-foforilazei activeaza R

enzima, fosforilarea glicogen-sintazei inactiveaza aceasta enzima.




Exemplu de mecanism de semnalizare celulara bazat pe fosforilarea proteinelor

Majoritatea cailor reglatorii celulare importante functioneaza pe baza fosforilarii proteinelor implicate. Ele
functioneaza astfel printr-o asa numita cascada a fosforilarii proteice — o secventa de reactii prin care o enzima
fosforileaza pe alta, realizandu-se fosforilarea inlantuita a mii de proteine la nivel celular. Un exemplu elocvent
al cascadei fosforilarii este transducerea mesajelor transmise prin intermediul hormonilor extracelulari, precum
insulina.

| Insulina — mesager extracelular
/

Alberts, Figure 15-11, pg. 824. P?pr/pl;%p

‘Membrana celulara

Proteina Sos

/
(A . . «
=—Situs prin care se activeaza GTP-aza Ras

~

Receptorul pentru insulind Interactioneaza cu IRS1 doar daca aceasta este

2 Proteina adaptoare Grb2 forsforilata;
Legarea de IRS1 permite recrutarea proteinei Sos s

a unei proteine scaffold

- Activitate tirozin-kinazica; m\

Proteina scaffold
Proteina IRS1 (insulin receptor substrate 1) T

- Activat prin legarea insulinei;
- Activitate auto-fosforilazica;

Se leaga de receptorul pentru insulini doar daca Situs-uri de legare pentru proteine de semnalizare diverse
aceste este fosforilat;

Dupa legare, este fosforilat la rindul sau de

receptor;

Fosforilare suplimentara permite proteinei Grb2 sa

se lege de IRS1




Exemple de PTMs si semnificatia lor

B. Grupari -COOH pot fi adaugate la resturile de Glu. Ex. Pro-therombina
contine resturi de gama-carboxiglutamat ce sunt esentiale pentru legarea Ca si
procesul de coagulare sangvina;

C. Grupari —CH; pot fi adaugate la resturile amino din lizina, cu formare de
metil, dimetil sau trimetil-lizina; procesul este implicat Tn organizarea
cromatinei;

D. Grupari —CH; pot fi adaugate la resturile de Glu cu formare de metilglutamat
si inactivarea unei grupei negative COO~

E. Acetilarea grupelor —COOH din lizina; proces implicat in activarea expresiei
genice prin acetilarea histonelor;

P A A A A

' | ! Y
SGRGKQGGKARAKAKTRSSRAGLQFPVGRV H2A
1 5 9 1315
P, M
» o & &
PEPAKSAPAPKKGSKKAVTKAQKKDGKKRK H2B
5 12 1415 20 232
A A
™M ® @ A ™
H2B MM P M ™ M wm|p M
' ' ! | ' |
ARTKQTARKSTGGKAPRKOLATKAARKSAPATGGVE H3
2 4 910 14 1718 23 262728 36
A A
PMA A M A M
& clcRGGh | ' ' Ha
SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRDNIQGIT
135 8 12 16
L L
N-terminal tails globular
domains

KEY: h'll methylation P phosphorylation l.\ acetylation
'

bottom view
(A) (8)

Figure 4-34 The covalent modification of core histone tails. (A) The structure of the nucleosome highlighting the location of
the first 30 amino acids in each of its eight N-terminal histone tails (green). These tails are unstructured and highly mobile, and
thus will change their conformation depending on other bound proteins. (B) Well-documented modifications of the four histone
core proteins are indicated. Although only a single symbol is used here for methylation (M), each lysine (K) or arginine (R) can be
methylated in several different ways. Note also that some positions (e.g., lysine 9 of H3) can be modified either by methylation
or by acetylation, but not both. Most of the modifications shown add a relatively small molecule onto the histone tails; the
exception is ubiquitin, a 76-amino-acid protein also used for other cell processes (see Figure 3-69). Not shown are more than
20 possible modifications located in the globular core of the histones. (A, PDB: 1KX5; B, adapted from H. Santos-Rosa and

C. Caldas, Eur. J. Cancer 41:2381-2402, 2005. With permission from Elsevier.)

Alberts, pg. 197.
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Exemple de PTMs si semnificatia lor

4. aditia de grupe izoprenil sau palitoil la nivelul grupelor SH din Cys au
rolul de a ancora proteinele de membranele celulare;

5. Procesarea proteolitca a precursorilor proteici de dimensiuni mari
pentru a forma proteinele active de dimensiuni mai mici. Ex: pro-insulina,
chimiotripsinogenul, tripsinogenul, proteina spike din SARS-CoV2.

Chymotrypsinogen
(inactive)

w167
Val—(Asp),-Lys-lle-
1trypsin
7r-Chymotrypsin

enteropeptidase
Val-(Asp),-Lys
(active)

Trypsin
245

Trypsinogen
(inactive)

(active)
245

qr-chymotrypsin
(autolysis)

Ser14-Arg15
+ Thr147-Asn148

a-Chymotrypsin
(active)

1 1|3 1|6 146 149 245

Leulle Tyr Ala
A B C
Figure 6-38
L i inciples of Bi istry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company

Activarea protein

0
I

o
“0—P—0 IE—O‘)CH
L T e NSNS

Farnesyl pyrophosphate

-

5—‘“2\)\/\/'\/\2\

Farnesylated Ras protein

Ras protein

Figure 27-35

Lehninger Principles of Biochemistry,Fith Edition
5 2008 W, H. Freeman and Company

pike din SARSx€oV?2 printr-

o clivare proteolitica realizata de catre furina

; rosu —

situs de clivare pt furina.



https://proteopedia.org/wiki/index.php/SARS-CoV-2_spike_protein_priming_by_furin

Exemple de PTMs si semnificatia lor

6. Eliminarea proteolitica a secventelor de semnalizare. Celulele contin numeroase structuri macromoleculare,

compartimente si organite, fiecare dintre acestea cu un set propriu de proteine. Toate proteinele celulare

(exceptand unele proteine mitocondriale si plastidiale) sunt produse de ribozomi in citoplasma. De aceea este

necesar un mecanism de transport si distribuire tintita a proteinelor nou sintetizate catre compartimentele

celulare in care isi desfasoara functia. La baza acestui sistem de distribuire stau secventele semnal (de

semnalizare) prezent in unele proteine - secvente scurte de cativa aminoacizi ce dicteaza localizarea finala a

unei proteine in celula si care este cel mai frecvent eliminata proteolitic in timpul transportului sau dupa ce

proteina si-a atins tinta finala. Au fost descrise secvente de semnalizare distincte, ce permit distribuirea tintita

catre mitocondrii, cloroplaste, reticolul endoplasmatic, lizozomi, membrana celulara sau care dicteaza exportul

extracelular. Cel mai frecvent, secventa semnal este localizata la capatul N-terminal.

Desi secventele de semnalizare pot avea dimensiuni diferite (13-26 aminoacizi), toate au o serie de proprietati

comune:

1. 10-15 aminoacizi hidrofobi;

2. unul sau mai multi aminoacizi incarcati pozitiv la capatul N-terminal, precedand astfel zona hidrofoba;

3. O secventa polara scurta alcatuita din aminoacizi cu catena laterala scurta (Ala) la capatul C-terminal,
aproape de situsul de clivare proteolictic;

cleavage
A site
Human influenza i}
virus A Met Lys Ala Lys Leu Leu Val Leu Leu Tyr Ala Phe Val Ala Gly Asp GIn --

Human
preproinsulin Met Ala Leu Trp Met Arg Leu Leu Pro Leu Leu Ala Leu Leu Ala Leu Trp Gly Pro Asp Pro Ala Ala Ala‘v Phe Val --

Bovine
growth f
hormone Met Met Ala Ala Gly Pro Arg Thr Ser Leu Leu Leu Ala Phe Ala Leu Leu Cys Leu Pro Trp Thr GIn Val Val Gly Ala Phe -

Bee
promellitin Met Lys Phe Leu Val Asn Val Ala Leu Val Phe Met Val Val Tyr lle Ser Tyr lle Tyr AIa‘AIa Pro —

Drosophila glue +
protein Met Lys Leu Leu Val Val Ala Val lle Ala Cys Met Leu lle Gly Phe Ala Asp Pro Ala Ser Gly Cys Lys --

Figure 27-37
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company
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SRP - signal recognition particle

- recunoaste secventa semnal si
blocheaza elongarea atunci cind
catena nascenta are 70 o
aminoacizi; « k
Directioneaza ribozomul catre 'GUA|
un receptor specific de pe .‘

membrana reticolului

endoplasmatic;

se desprinde de pe ribozom si

permite reluarea translocarii, ‘\‘J Ribosome
& cycle
Cytosol SRP 5 ¢

Signal
sequence

George Palade

Ribosome
receptor

Peptide Signal
| translocation peptidase

Endoplasmic
complex

reticulum

Figure 27-38
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company




Exemple de PTMs si semnificatia lor

Inner membrane proteins
Phage fd, major
coat protein

Phage fd, minor
coat protein

Met Lys Lys Ser Leu Ala Ser Val

Leu Leu Phe
Periplasmic proteins

Alkaline phosphatase Met Lys Gin Ala Leu Ala

Leucine-specific

binding protein Met Lys Ala Asn Ala lle Ala Gly

B-Lactamase of
pBR322

Outer membrane proteins

Met Ser lle GIn His Ala Leu lle

Leu Val Leu
Ala Val Ala

Lipoprotein
LamB
OmpA  Met Met lle Thr

Figure 27-43
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Met Lys
Leu Arg Lys

Met Lys Lys Ala lle Ala

Pro Leu

Ala Leu

Phe Ala

Val lle
Ala Gly
Ala

Val Pro

Val Pro

Phe Thr

lle Ser

Phe Cys

Leu Gly Ser
Val Met Ser
Gly Phe Ala

cleavage
site
Phe AIa‘AIa Glu

His Ser‘AIa Glu

Lys Ala‘Arg Thr
A\
Met Ala Asp Asp

Phe Ala‘His Pro

Ala GIy‘Cys Ser
Met AIa‘VaI Asp
GIn AIa‘AIa Pro

FIGURE 27-44 Model for protein export in bacteria.
@ A newly translated polypeptide binds to the cy-
tosolic chaperone protein SecB, which (2) delivers it to
SecA, a protein associated with the translocation com-
plex (SecYEG) in the bacterial cell membrane.
@ SecB is released, and SecA inserts itself into the
membrane, forcing about 20 amino acid residues of
the protein to be exported through the translocation
complex. @ Hydrolysis of an ATP by SecA provides
the energy for a conformational change that causes
SecA to withdraw from the membrane, releasing the
polypeptide. (5) SecA binds another ATP, and the next
stretch of 20 amino acid residues is pushed across the
membrane through the translocation complex. Steps
(@) and (5) are repeated until (6) the entire protein
has passed through and is released to the periplasm.
The electrochemical potential across the membrane
(denoted by + and —) also provides some of the driv-
ing force required for protein translocation.
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Exemple de PTMs si semnificatia lor

7. atasarea de catene glucidice — la nivelul grupei NH, din Asn sau OH din Ser si Thr, cu formarea de
glicoproteine. Numeroase proteine extracelulare, precum si proteoglicanii contin catene glucidice.

Unele proteine ce sunt modificate posttraducere prin glicozilare fac parte
dintr-un sistem de semnalizare si transmitere a informatiei biologice in
care rolul esential il au lectinele - proteine membranare (atasate sau
integrate in membrana celulara) ce sunt capabile sa recunoasca si sa
interactioneze in mod speciic cu glucidele. Doua exemple ce
demonstreaza modul cum functioneaza sistemul de transmitere a
informatiei pe baza de glucide sunt:

A. Eritrocitele tinere produse de maduva osoasa contin in membrana
celulara, spre exterior, glicoproteine a caror portiune glucidica se termina
cu derivatul glucidic acid N-Acetil-neuraminic (acid sialic, Neu5Ac). Pe

(a) O-linked (b) N-linked

? HOCH, c=0
g=o0 NH —c—cu,——?u
0—aH—CH o\OH H %

GalNAc GlcNAc

Examples: Examples:

B GIcNAc
@ Man
OGal

@ Neu5Ac
[ GalNAc

Figuve 7- 29

istry, Fi
32008 W.H.Freeman and Cor mpany

aul silieke cgi nflaatr shestin & donodit dbe ey d catol NsseSAGuU afinitate pentru glicoproteinele lipsite de Neu5Ac ale
eritrocitelor. Celulele rosi imbatranite vor fi retinute, fagocitate de catre hepatocite si astfel eliminate din
circulatie, pe cand celulele rosii tinere nu pot interactiona cu lectinele hepatocitelor si vor continua s3 circule. in
cazul glicoproteinelor eritrocitare, prezenta Neu5Ac semnalizeaza ca celula este tanara;

B. Bacteria Helicobacter pylori responsabila de aparitia ulcerului gastric contine lectine ce recunosc specific
glicoproteinele si proteoglicanii de pe suprafata celulei epiteliale din stomac, permitand astfel atasarea celulelor
bacteriene in mod specific de suprafata stomacului. In acest caz, glucidele de pe suprafata celulei epiteliale

semnalizeaza bacteriei ca a ajuns la ,,destinatie”.




B N-Acetylglucosamine (GIcNAc)
@ Mannose (Man)
@ Glucose (Glc)

5GDP 5 GDP-Man

tunicamycin
1

UMP + UDP, 2 UDP-GIcNAc

P) <
® @

4 Dolichol P)-Man
4 Dolichol (P)
3 Dolichol (P)-Glc
3 Dolichol P)

0 | 0

Endoplasmic DolicholP)
reticulum

Figure 27-39
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

© 2008 W.H.Freeman and Company

dolichol
phosphate
recycled




Catabolismul proteinelor

La fel ca si in cazul ARN-ului, degradarea proteinelor este un proces extrem de activ.

Timpul de injumatatire al proteinelor variaza in limite largi, de la 30 sec (factori de transcriptie, proteine reglatoare) la
cateva zile (110 zile pentru hemoglobina). Pe durata indeplinirii rolului specific, proteinele pot acumula defecte (Ex.

Carboxilarea nespecifica a aminoacizilor datorita stresului oxidativ).

Degradarea proteinelor prin procesele proteolitice celulare ATP-dependente previne acumularea proteinelor
defecte si a celor ce si-au indeplinit functia, nemaifiind necesare celulei, permitand reciclarea aminoacizilor.

.La E. coli proteinele sunt degradate de o proteaza ATP-dependenta numita Lon ce
hidrolizeaza 2 ATP/ legatura peptidica)

.La EK, degradarea presupune marcarea specifica a proteinelor ce urmeaza a fi distruse
prin atasare de ubiquitina. Ubiquitina este una dintre cele mai inalt conservate proteine,
secveta sa de 76 de aminoacizi fiind practic identica la toate organismele de la drojdii la
oameni. Ubiquitina se ataseaza de proteinele ce urmeaza a fi degradate printr-o Iegatura
covalenta la formarea careia participa 3 enzime si 1 molecula de ATP. A

Proteinele ubiquitinate sunt degradate intr-un complex
macromolecular numit proteasome 26S similar unui butoi
alcatuit din:

- 0 subunitate centrala 20S — o structura ciclica alcatuita din
subunitati a cu rol structural si subunitati B cu rol catalitic.

In subunitatile B au fost descrise situsuri catalitice asemanatoare celor din
tripsina si chemotripsina;

- 2 subunitati 19S reglatoare amplasate precum capacele butoiului si
alcatuite din 18 proteine diferite ce controleaza accesul in interiorul
proteasomului. 6 dintre proteine sunt ATP-aze ce de-pliaza proteinele si le
introduc Tn particula centrala pentru degradare.
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