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Curs 4 — Metode de elucidare a structurii proteinelor
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Elucidarea structurii primare a proteinelor

Mult3 vreme s-a considerat c3 stabilirea secventei de aminoacizi a unei peptide ar fi imposibild. in 1953 Frank
Sanger reuseste sa secventieze pentru prima data in istorie o proteina — insulina. Abia dupa aproximativ 10 ani se
stabilesc mecanismele din spatele procesului de transcriere si traducere a informatiei genetice si apare astfel
posibilitatea de a stabili secventa de aminoacizi plecand de la o secventa de ADN.

Corespunzator, metodele de elucidare a structurii primare a proteinelor se clasifica in doua categorii distincte:

1. Metode experimentale ce implica izolarea/purificarea proteinei de interes — degradarea Edman si spectrometria
de masa;

2. Metode in-silico, bazate pe cunoasterea prealabild a secventei de nucleotide si realizarea cu ajutorul
calculatorului a procesului de transcriere/traducere a informatiei genetice.

1. Metode experimentale de elucidare a secventei proteinelor (peptidelor)
A. Metoda Edman sau metoda degradarii Edman - are la baza reactia Edman ce consta in marcarea

aminoacidului N terminal cu un cromofor specific, clivarea si identificarea lui.

Etapa | Etapa Il S
&) /'\ﬂ/ ~ Peptide Q\NJ\NH ’ N/Peptide
H 8.0 i 2
c\ H,N ~Peptide( P S9_ . pH acid | / ‘
H toc z

0] R
Fenil-izotiocianat 4 Aac N terminal este marcat Aac N terminal este  Peptida are un
Alti florocromi utilizati: | clivat si poate fi ~ aminoacid in minus
1-fluoro-2,4-dinitrobenzen . vpe . ,
Clorura de dansil ; identificat prin
Clorura de dabsil cromatografie
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Elucidarea structurii primare a proteinelor

Prin repetarea reactiei Edman pe peptida scurtata in prima reactie se poate stabili aminoacidul
urmator. Reactia Edman poate fi astfel folosita in mod secvential, pentru a identifica unul cate unul
fiecare aminoacid dintr-o secventa peptidica. Randamentul reactiei nu este insa 100%, astfel incat
prin folosirea repetata a reactiei Edman se pot stabili primi aproximativ 30-40 aminoacizi dintr-o
proteina.

Tn cazul proteinelor de dimensiuni mari, procesul de secventiere Edman const3 in parcurgerea

urmatoarelor etape:
1. Stabilirea aminoacizilor ce intra in alcatuirea proteinei precum si a raportului molar dintre

acestia — legaturile peptidice se hidrolizeaza cu HCL si aminoacizi rezultati sunt identificati prin
HPLC sau cromatografie in strat subtire;

2. Stabilirea numarului de peptide din structura proteinei — se realizeaza o reactie Edman folosind
1-fluoro-2,4-dinitrobenzen (FDNB) si se hidrolizeaza proteina cu HCL, numarul de aminoacizi
derivati rezultati indica numarul de capete N-terminale existente;

3. Reducerea legaturilor S-S si clivarea cu agenti proteolitici cu specificitate cunoscuta - se
genereaza peptide de dimensiuni convenabile intr-o maniera predictibila;

4. Secventierea folosind reactia Edman cu Reagent (biological source)* Cleavage poins'
H H H H H «  Trypsin (bovine pancreas) Lys, Arg (C)
fenil-izotiocianat a tuturor peptidelor obtinute; =G e
5. Asamblarea secventei peptidelor rezultate Chwmoumpsin (vovine pancreas | Phe, Tip, Tyr (0)
. Staphylococcus aureus V8 protease (bacterium S. aureus) Asp, Glu (C)
p e nt ruao bti ne secve nta p rote Inel In Itla Ie . Asp-N-protease (bacterium Pseudomonas fragi) Asp, Glu (N)
Pepsin (porcine stomach) Leu, Phe, Trp, Tyr (N)
Endoproteinase Lys C (bacterium Lysobacter enzymogenes) Lys (C)
Cyanogen bromide Met (C)

3/25/24 Curs IV - Determinarea structurii proteinelor 3



Elucidarea structurii primare a proteinelor

S-S Procedure
Stabilirea aminoacizilor by aoperste A
D
E
F
Polypeptide G

react with FDNB; hydrolyze;
\__separate amino acids

Stabilirea numarului de peptide

reduce

2.4-Dinitrophenylglutamate

Result Conclusion
5 H 2 R 1 Polypeptide has 38
2 I 3 S 2 amino acid residues. Tryp-
4 K 2 T1 sin will cleave three times
2 L 2 L | (at one R (Arg) and two
1 M 2 Y 2 K (Lys)) to give four frag-
3 P 3 ments. Cyanogen bromide

will cleave at two
M (Met) to give three
fragments.

E (Glu) is amino-

. . disulfide detected terminal residue.
- bonds (if present)
Reducerea legaturilor S-S
SH
BS X
(T-1 GASMALIK (T-D) placed at amino
Clivarea cu agenti proteolitici | et e () forminus because it
’ K by Edman degradation \ -.Z/ EGAAYHDFEPIDPR bgglns with E (Glu).
_i DCVHSD :f]'—fE:' placed at carboxyl
;\/ terminus because it
(T-4) YLIACGPMTK does not end with
~ R (Arg) or K (Lys).
Secventierea fO!OSII:Id .reactla B et e (C-) EGAAYHDFEPIDPRGASM  (C- overlaps with
Edman cu fenil-izotiocianat e Bmmbmiin, 0 epovisn (T-1)and (7-4), allowing
\—‘-\ them to be ordered.
@; ALIKYLIACGPM
_ Py o\ N o
:;:‘;‘;f; \I-2) D -4 T-3)
Amino I Il Il Il I Carboxyl
torminus | EGAAYHDFEPIDPRGASMALIKYLIAGGPMIKDGVHSD (om0

N
‘E-_I/'

Asamblarea secventei peptidelor rezultate
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Elucidarea structurii primare a proteinelor

B. Spectrometria de masa.

Spectrometria de masa este o tehnica analitica ce se bazeaza pe ionizarea probei de interes si separarea ionilor
functie de raportul masa/sarcina (m/z). Instrumentul folosit poarta numele general de spectrometru de masa

(mass-spectrometer, MS).

Ca si in cazul degradarii Edman, proteinele de dimensiuni mari sunt initial
reduse si clivate cu agenti proteolitici ce au specificitate cunoscuta.
Instrumentul utilizat pentru a secventia proteine contine 2 detectoare de
masa ce functioneaza in tandem si care sunt conectate printr-o camera de
coliziune — spectrometru de masa in tandem (MS/MS):

-primul spectrometru de masa MS-1 are rolul de a separa peptidele de
interes functie de m/z si de a le livra catre camera de coliziune;

-in camera de coliziune peptidele ionizate sunt bombardate cu un gaz
neutru (He, N sau Ar). Are loc astfel scindarea indusa prin coliziune a
legaturilor peptidice. Aceasta scindare este una predictibila si reproductibila
si duce la formarea a doua serii de ioni (b si y) ce sunt transferati catre al
doilea detector de masa;

-al doilea spectrometru de masa MS-2 separa cele 2 serii de ioni si pe baza
diferentelor de m/z se stabileste secventa peptidei din care provin.
Procesul de scindare si separare a ionilor formati este apoi reluat pentru o
alta peptida ce a fost ‘pastrata’ in MS1.
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Elucidarea structurii primare a proteinelor

2. Metode in-silico stabilire a secventei proteinelor (peptidelor)

Dogma centrala a biologie moleculare postuleaza ca fiecare tripleta de nucleotide (codon) din ADN codifica cate
un aminoacid (exceptand codonii STOP), corespondenta codon-aac fiind datd de codul genetic. in principiu, dac3
se cunoaste secventa unei gene, stabilirea secventei de aminoacizi codificata este o chestiune simpla — se gaseste
corespondenta aminoacizilor pe baza codonilor din molecula de ARNm generata.

= Transcriere Traducere
I~ inti .
S ADN L ARN R plipepride
=) Inf . Complementaritatea Inf . Codul genetic
ot o .
o nformafie Ly cleotidelor nformatie S < d ) ..
Secventi de nucleotide Secventi de nucleotide ecven{a de aminoacizi
(A5sT;G;50) (A3U5G;C)
1st \ 2nd' base 3rd
base U c v ‘ A G base
uuu ~lucu ; ; u
e (Phe/F) Phenylalanine T e (Tyr/Y) Tyrosine NIEE (Cys/C) Cysteine G
U (Ser/S) Serine
UUA UcA UAAE! | Stop (Ochre) UGAIBI\smp(Opal) A
Nucleic Acid | Nucleobases Base complement LI et UAC use [msiilicesi. ©
. . . . co Leu/L) Leucine cev CAU (His/H) Histidine ceu v
DNA adenine(A), thymine(T), guanine(G), cytosine(C) | A=T, G=C c o ( CCC | o o1 proine CcAC CGC | /R Arginine c
. . ! : . CUA ccA CAA , CGA A
RNA adenine(A), uracil(U), guanine(G), cytosineg(C) | A=U, G=C oG oc PV SIS o
AUU AcCU AAU | AGU ) u
AUC | (llefl) Isoleucine ACC Taac  (UEnNISPREgRER - ((SerS) Serine c
A (Thr/T) Threonine
AUA ACA AAA o AGA . A
AUGIA | (Met/M) Methionine ACG AAG ( o AGG - G
GUU GCU GAU ~_|Gau u
GUC GCC GAC {AspD) Aspari acid GC c
G e (Val/V) Valine = (Ala/A) Alanine = (Gly/G) Glycine -
(GIu/E) Glutamic acid
GUG GCG GAG GGG G

Proprietatile codului genetic?
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Elucidarea structurii primare a proteinelor

Pentru a putea stabili secventa unei proteine plecand de la secventa de ADN a genei codificatoare este

necesar elucidarea urmatoarelor aspecte:

1. Care din cele 2 catene ale moleculei de ADN codifica informatia genetica?

5' ATGGCTAGGGCCGCAAGGGAAATGGAGAGGGAATAA 3

ADN
3' TACCGATCCCGGCGTTCCCTTTACCTCTCCCTTATT 5"

Transcriere

ARNmM 5" AUGGCUAGGGCCGCAAGGGAAAUGGAGAGGGAAUAA 3!
Traducere \ﬁquvyé\(’J \_Y_j \_er \_TJ\_V"(}; \_TJ \_Y’C? \_Y'% \—rJ
Catena polipeptidicaM A R A A R E M E R E STOP

START

S UUAUU CCU,CU CAUUUCGCCUU SIGGCC [}A E;CAU 3
Catena pollpeptldlcaL P L H F P

Catena sens (+) - direct

Catena antisens (-) - reverse

ARNm complementar cu
catena antisens, aceeasi
secventa cu catena sens

contine informatie - are sens

ARNm complementar cu
catena sens (inversata
directia!!!), aceeasi secventa
cu catena non-sens
nu contine informatie bund—
este non-sens

Mesajul genetic este codificat pe catena sens din ADN, dar catena copiata in ARNm este cea antisens.
ARNmM are aceeasi secventa cu catena sens, dar T este inlocuit de U.
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Elucidarea structurii primare a proteinelor

2. Care este prima nucleotida a primului codon — cadrul de lectura — de unde incepe traducerea informatiei
genetice?

Pe molecula de ARNm (si corespunzator catena sens) exista 3 posibilitati de a citi informatia genetica — 3 cadre de
lectura diferite:
Incepand cu nucleotida 1:

5'AUG GCCGCAAGGG GAGAGGGAAUAA 3!
T L L R T L L sk
START

Incepand cu nucleotida 2:

5 AUGG GGGCCGCAAGGGAAAUGGAGAGGGAAUAA 3!
\_Y_J\ J ’\—vé \_J\_V_)\_\,—?A
W L G P Q G K W R G N
Incepand cu nucleotida 3:

5' AUGGCUAGGGCCGCAAGGGAAAUGGAGAGGGAAUAA 3
G * G R K G N G E G I

Pe o molecula de ADN dublu catenar exista 6 posibilitati de traducere a informatiei genetice: 3 cadre
de lectura pe o catena si 3 cadre de lectura pe cealalta catena
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SMS Sequence Manipulation Suite:

Format Conversion VerSion 2

-Combine FASTA
-EMBL to FASTA
“EMBL Feature Extractor « The Sequence Manipulation Suite is a collection of JavaScript programs for generating, formatting, and analyzing short DNA and protein
-EMBL Trans Extractor A . . h o N

Filter DNA sequences. It is commonly used by molecular biologists, for teaching, and for program and algorithm testing.

P » See the about the Sequence Manipulation Suite page for more information about individual Sequence Manipulation Suite programs.

-GenBank Feature Extractor » You can easily mirror the Sequence Manipulation Suite on your own web site, or you can use it off-line.
-GenBank Trans Extractor

SmmTET « This version of the Sequence Manipulation Suite represents a complete re-write of the previous version. The new version is much faster and has
jgzg Eximator DA~ many new features. The previous version of the Sequence Manipulation Suite can still be accessed.

~Reverse Complement « Send questions and comments to stothard@ualberta.ca.

-Split ons

-Sglit FASTA

-Three to One

e new window | home | citation

Mon Nov 6 02:56:29 2017

ol Valid XHTML 1.0; Valid CSS

-Codon Usage

-CpG Islands

-DNA Molecular Weight

-DNA Pattern Find

-DNA Stats

-Fuzzy Search DNA .

st Format: Abstract ~ Sendto~
-Multi Rev Trans

-Mutate for Digest

-ORF Find N :

Pairwise Align Codons Biotechniques. 5400 jyn;28(6):1102, 1104.

-Pairwise Align DNA

-Pairwise Align Protein . - . . . . - .
“PCR Prmer St The sequence manipulation suite: JavaScript programs for analyzing and formatting protein and
- u

-Protein GRAVY DNA sequences.

-Protein Isoelectric Point

-Protein Molecular Weight 1

-Protein Pattern Find Stothard P".

-Protein Stats

-Restriction Digest @ Author information

anslate PMID: 10868275

-Color Align Conservation [Indexed for MEDLINE]
-Color Align Properties

-Group DNA 5+
-Group Protein n P ']
-Primer Map

-Restriction Map
-Translation Map

-Mutate DNA

-Mutate Protein

-Random Coding DNA
-Random DNA Sequence
-Random DNA Regions
-Random Protein Sequence
-Random Protein Regions
-Sample DNA

“Sampl Prtein https://mail.uaic.ro/~marius.mihasan/research/mirrored_sites_tools/sms2/index.html

-Shuffle Protein
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Elucidarea structurii primare a proteinelor

Avantaje Dezavantaje

Secventiaza strict proteina

1. Metode experimentale de exprimat, poate identifica Neces:ité.puri.ficarea prealabila a
elucidare a secventei si aminoacizi mai putini proteinei de interes
proteinelor (peptidelor) comuni
a. Degradarea Edman Extrem de lung3 ca timp necesar
Costul de achizitie al
b. Spectrometria de masa Timp de lucru scurt instrumentelor

e . Necesita cunoasterea prealbila a

2. Metode in-silico stabilire a Extrem de rapid3 secventei de ADN

secventei proteinelor (peptidelor) Nu intotdeauna secventa unei gene
este complet tradusa in catena
polipeptidica (exoni vs introni)

Nu identifica aminoacizii modificati si
cei mai putin comuni.
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Elucidarea structurii tridimensionale a proteinelor

1. Cristalografia cu raze X — constd in proiectarea unui fascicul cu raze X pe o proteind cristalizatd si
inregistrarea modului de difractie a razelor X ca urmare a ciocnirii cu atomii din structura proteinei sub forma unor
puncte de un film sensibil. Modelul de difractie inregistrat este apoi folosit pentru a calcula cu ajutorul
computerului pozitia clara in spatiu in coordonate XZY a fiecarui atom. Metoda se poate aplica doar pentru
proteinele ce se pot cristaliza.

Raze X difractate

- Raze X incidente /
e -t
ProteiN o

t

Modelul de difractie pentru mioglobina contine 25000 puncte
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Elucidarea structurii tridimensionale a proteinelor

2. Rezonanta magnetica nucleara — RMN — permite stabilirea structurii tridimensionale a unei
proteine in solutie. Proteina este amplasata intr-un magnet puternic si este bombardata cu radiatie
electromagnetica de o frecventa stabilitd. Unii atomi din structura moleculei proteice (H, 13C, N,
BF si 31P) au capacitatea de a absorbi radiatia incidenta iar spectrul de absorbtie ofera informatii
privind legaturile in care acesti atomi sunt implicati si atomii vecini. Cu ajutorul calculatorului se
genereaza o familie de structuri foarte apropiate ce reprezinta conformatii diferite ale scheletului
polipeptidic si radicalilor R care indeplinesc constrangerile rezultate din analiza spectrelor de
absorbtie.

(c)
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