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Modificarea mesajului genetic
Il. Secventierea acizilor nucleici si analiza secventelor
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Amplasarea cursului in traseul informatiei genetice *
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Tehnici de baza in ingineria genetica ‘

Secventierea ADN-ului - procesul de identificare a ordinii precise a nucleotidelor (ATCG) intr-o
molecula de ADN - structura primara a ADN-ului.

Tn prezent existd numeroase metode de secvetializare a ADN-ului clasificate in:
- metode derivate de |la metoda chimica a lui Maxam si Gilbert;
- metode derivate de la metoda enzimatica a lui Sanger;

Metoda enzimatica Sanger

- una din primele metode de secventializare a fost descrisa in 1977 |
de Frederick Sanger care a primit cel de-al doilea premiu Nobel pentru Fredericksanger-1918 -2013
descoperirea sa;

- se bazeza tot pe reactia de replicare a ADN-ului catalizata de o polimeraza ADN-

dependenta;

Elementele esentiale realizarii unei reactii de secventiere prin metoda Sanger

a) fragment ADN de secventiat — o molecula de ADN monocatenarg;

b) polimeraza ADN;

c) cele 4 deoxinucleotide obisnuite (dNTP: A, T, C, G);

c) o oligonucleotide amorsa (primer) complementare cu molecula de secventiat marcata radioactiv si
care ofera un capat 3' liber;

d) 4 di-deoxinucleotide (ddNTPs: ddA, ddC, ddG, ddT) — nucleotide ce nu au gruparea hidroxil in
pozitiile 2' (deoxi) si 3' (di).
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Etapele reactiei de secventiere *

1) Legarea oligonucleotidului primer ) Catena ADN de secventiat 5

LLLLLLLLL

5 3

Oligonucleotida primer marcata radioactiv

2) Elongarea primerului prin actiunea ADN polimerazei in prezenta dNTP si ddNTP cu sinteza unei
catene noi. Reactia se realizeza in 4 eprubete diferite, fiecare continand un singur tip de ddNTP (ddATP,
ddGTP, ddCTP sau ddTTP). incorporarea unui ddNTP in noua catena face ca sinteza acesteia si se
opreasca (ddNTP sunt "terminatori" de catend). Incorporarea unui ddNTP de citre ADN-polimeraza
este un proces statistic ceea ce face ca prin elongare sa se genereze in fiecare eprubeta cate o colectie

de catene ADN nou sitetizate de dimensiuni diferite.

@ ddA + 4 ddc + ddG + ] ddT +

AT, CG; AT:CG @A;T;C;G AT, GG

#TCGACGGGC HTCGACGGGC HTCGACGGGC

Amorsa # Amorsa # Amorsa # Amorsa #

#ddA #AGddC #AddG HAGCddT

#AGCTGCCCG #AGCTGddC #AGCTddG #AGCTGCCCG
#AGCTGCddC #AGCTGCCCddG
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Etapele reactiei de secventiere ‘

3) Separarea catenelor nou sintetizate functie de dimensiune — se realizeza prin electroforeza
— moleculele de ADN sunt incarcate negativ si la aplicarea unui curent vor migra spre polul
pozitiv. Electroforeza se realizeaza in geluri de poliacrilamida ce actioneza ca o sita, franand
moleculele mari, astfel incat moleculele mici vor migra mai mult iar cele mari mai putin.

Al |
- Fragmente mari
AN/
NI
Gel NW
poliacrilamida
L\%

2

Fragmente mici
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Etapele reactiei de secventiere *

4) Vizualizarea catenelor nou sintetizate — se realizeza prin autoradiografie — pe baza
marcajului radioactiv al oligonucleotidului amorsa.

HTCGACGGGC
[ ]
@ @ @ @ A C G T
#AGCTGCCCG || 1AGCTGCCCG |[|#*AGCTGCCCG HAGCTGCCCG | === = mmm =m
#AGCTGCCCddG — G
#AGCTGCCddC — c
#AGCTGCddC - C
#AGCTGddC — C
#AGCTddG _— G
HAGCAAT T
#AGddC — ¢
#AddG — G
+ ddA r— A

Schema autoradiografiei unui gel de secventializare
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Etapele reactiei de secventiere *

A C G T

Care este secventa fragmentului de ADN prin a carui
secventiere Sanger se obtine gelul de alaturi?
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Secventa citita de pe gel:
3’ -GCAGAAATAAGTAC-5" decisecventa catenei de secventiat era:
3" -CGTCTTTATTCATG-5",

respectiv 5’ GTACTTATTTCTGC-3’

{
!

i

l:ll

OO>OI>>>—>I>O—1>0

03.06.2024 Biologie Moleculara - Curs 9 Pagina 7 din 28



Etapele reactiei de secventiere ‘

O varianta a metodei Sanger este:
— utilizarea de "'terminatori" de catena marcati fluorescenti. Fiecare din cele 4 ddNTP sunt

marcate cu cate un florocrom diferit (ddA — verde, ddT — rosu, , ddC — albastru).
Reactia se desfasoara intr-o singura eprubeta, iar fragmentele generate sunt separate prin
electroforeza. Ordinea nucleotidelor este citita cu ajutorul unui laser si reprezentata ca ""peak-
uri''.

Separare
ddA; ddT; f.unc’;le. de #AGCTGCCC
B ddC + dimensiune #AGCTGCCddC -_—
A:T:C: G #AGCTGCddC -_—
TCGACGGGC #AGCTGddC -_—_
#AGCT
ZZ'"A #AGCddT —
#AGddC :2Gddc i
#AGCddT +
#AGCT #ddA
#AGCTGddC
#AGCTGCddC
#AGCTGCCddC
#AGCTGCCC |
#AGCTGCCCG 7
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Etapele reactiei de secventiere

Primer

L 3 . Template of

= unknown sequence
——_—_———\\
S \
DNA polymerase,
four dNTPs,
four ddNTPs

l Denature
. =—A Dye-labeled
— segments of DNA,
— copied from

S template with

G
T unknown sequence

Figure 8-34

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company
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&
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migration == electrophoresis
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LAl

TGGTTCCGAAATCGG

CCTGT TTGAT GG

Computer-generated result after
bands migrate past detector
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Metode de secventiere “de noua generatie” *

Nevoia de a secventia cantitati mari de ADN (genomul uman - 6.27 Gpb, un genom bacterian
4-5 Mpb) rapid si cu costuri reduse a dus la aparitia unor noi metode de secventiere, ce functioneaza
dupa principii diferite de metoda Sanger. Aceste metode au fost numite general next generation
sequencing / Nextgen / metode NGS / metode de noua generatie. Primele metode Nextgen au
aparut in ani 80. De atunci s-au dezvoltat succesiv doua generatii de metode de secventiere si este de
asteptat ca noi metode sa fie dezvoltate in viitor. De aceea termenul Nextgen a devenit ambiguu si se
prefera inlocuirea sa cu:

1. Metode de secventie de generatia a Il / secventiere masiva paralela / metode de secventiere a
fragmentelor scurte: secventierea prin hibridizare si secventierea prin sinteza (SBS — sequencing
by synthesis)

2. Metode de secventie de generatia a lll / metode de secventiere a fragmentelor lungi: SMRT (Single
Molecule Real Time) si secventiere folosind nanopori proteici Oxford Nanopore Technologies

Toate aceste metode permit generarea unui numar semnificativ mai mare de nucleotide secventiate
comparativ cu metoda Sanger, de aceea ele mai sunt denumite si metode metode extensive (High-
throughput)

Detalii despre secventierea prin hibridizare, secventierea prin sinteza si SMRT (Single Molecule Real

Time) in cursul: Tehnici de Biologie Moleculara, Master Laborator Medical.
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Metode de secventiere “de noua generatie” *

Secventiere folosind nanopori proteici — foloseste proteine transmembranare ce pot fi traversate de
molecule de acizi nucleici precum alfa-hemolisina si porina A din Mycobacterium smegmatis (MspA).
Moleculele de ADN trec prin por cu o viteza de constanta controlata de ADN polimeraza phi29 si duc
la modificarea diametrului interior al porului. Modificarile sunt dependente de forma nucleotidei ce
trece si sunt inregistrate sub forma unor curenti transmembranari. Functie de caracteristicile
curentului generat de trecerea unei molecule de ADN, se poate detecta secventa acesteia.

https://nanoporetech.com/how-it-works

https://modelemoleculare.ro/nanopor-proteic/
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Evolutia costului secventierii *

Spre deosebire de metodele de secventiere a proteinelor, stabilirea ordinii nucleotidelor in acizii nucleici ADN si ARN
este mult mai rapida si ieftind. Tn ultimii ani metoda clasicd Sanger a fost inlocuitd de metode de “generatie noud™
(next-gen) ce au un randament si o viteza foarte mare (high-throughput sequencing methods).

Secventierea genomului uman - 3 bilioane de baze - ~2.7 bilioane $

Demarat in 1990 proiectul international Human Genome Project (HGP) ce a fost declarat incheia
in 2003 si a reusit secventierea unui set haplod de cromozomi umani (haploid reference genome
Secventierea unui genom uman in 2006 - ~6 bilioane baze - ~14 milioane $

Secventierea unui genom uman in 2015 - ~6 bilioane baze - ~4000 $

Secventierea unui genom uman in 2016 - ~6 bilioane baze - ~1000 $

Cost per Human Genome

$100,000,000 Mardis Genome Medicine 2010, 2:84 o o
e oo oo T2 EA E Genome Medicine
$10,000,000 e —

[MUSINGS ]
The $1,000 genome, the $100,000 analysis?

Elaine R Mardis*

Moore’s Law
$1,000,000

$100,000

NIH Rt Bioinformatica - ansamblul de metode si

tehnici ce permit stocarea, manipularea si

e interpretarea informatiei genetice — definitia
restransa !!!!

$1,000

https://www.genome.gov/about-genomics/fact-sheets/Sequencing-Human-Genome-cost
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Cate secvente sunt disponibile? *

Numar de secvente cunoscute

10,000,000,000 —— Baza de date Genbank
—— WGS (Whole Genome Sequences)
100,000,000
1,000,000
10,000
Numar de nucleotide in secvente cunoscute
0 1,000,000,000,... _
1990 2000 2010 2020
10,000,000,00...
100,000,000,000

1,000,000,000

10,000,000

1990 2000 2010 2020
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Cum si unde sunt stocate secventele

O secventa, fie ca este ADN, ARN sau proteine reprezinta o insiruire de litere (A; T; G;C pentru ADN,
A;U;G;C pentru ARN, cei 20/22 de aminoacizi notati cu o litera pentru proteine) ce poate fi foarte usor
stocata intr-un fisier text.

Tn general o secventd este insotitd de o serie de informatii accesorii precum specia de la care
provine secventa, gena, cromozomul, lucrarea in care este descrisa secventa. Modul in care sunt
organizate si stocate aceste informatii alaturi de secventa propriu-zisa reprezinta formatul sau
standardul unui fisier cu secvente.

De-a lungul timpului au existat un numar mare de variante de fisiere/formate create pentru a
inregistra secvente, insa fisierul/formatul FASTA este cel ce s-a impus.

Fisierul FASTA — Fast-All

>AJ507836.1 Arthrobacter nicotinovorans pAOl megaplasmid sequence, strain ATCC 49919
GATCCGGCGGTCCGCCGTCGTGGCGGCGCGGGCGGAGGTTGCCGGCGGCGGACCGCCGCCCGCACAAGAA
GGCCTTCGGGTTCCGGCAGGTGGCGCGGCCCCCGACACTGGTCCTCGCCTGGGGTGGAACGTGGGGTGCT
GGGTGTGGGCGGTTCGCCGGGCGAACCGGGAAAGGCGTCCACTCCTCTTCGCTTCCGTGGCCGGCGGTTG
GGGCCGGTCCCGTCGTCGCAGAGCTCCGCCGTGCCCGGCCCCGCCCGTTGTCTACGACGTCTTTTTGTGG
CTGTCCTTCGGATCATACGGTTCCGCTCCAGCTCAAGCTCCTGGCAGTCCGCAAAGCTCCGGTCTAGCAC
ACAGCGATGCGGGTAATGATGGCGACGAATTCGTCCCAGAGCGCTGGTGCGATTTCGTGGCCCATACCTG

>gi|5524211|gb|AAD44166.1| cytochrome b [Elephas maximus maximus]
LCLYTHIGRNIYYGSYLYSETWNTGIMLLLITMATAFMGYVLPWGQMSFWGATVITNLFSATIPYIGTNLV
EWIWGGFSVDKATLNRFFAFHFILPFTMVALAGVHLTFLHETGSNNPLGLTSDSDKIPFHPYYTIKDFLG
LLTILTLLLLLLALLSPDMLGDPDNHMPADPLNTPLHIKPEWYFLFAYAILRSVPNKLGGVLALFLSIVIL
GLMPFLHTSKHRSMMLRPLSQALFWTLTMDLLTLTWIGSQPVEYPYTIIGQMASILYFSITLAFLPTIAGX
TENY
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isiere FASTA - fisiere cu secvente ‘

Fisierul FASTA

- un fisier text ce poate avea sau nu extensia .fasta;
- contine secvente de nuvleotide sau de aminocizi stocate conform standardului FASTA:
Elementele formatului FASTA:

A.primul rand de text, marcat cu “>“ (mai mare) contine o serie de informatii cu caracter optional, - specia sau
denumirea genei (proteinei);

B.urmatoarele randuri contin secventa propriu-zisa, in care nucleotidele/aminoacizii sunt reprezentati folosind
codul standard IUPAC cu o singura litera;

C.fiecare rand al secventei are in general 80 de caractere (nu mai mult de 120)

A adenozina M A/C (amino) A alanina P prolina

T timina W A/T (weak) B aspartat/asparagina Q glutamina

C citidina R G/A (puRine) C cistina R arginina

U wuracil B G/T/C D aspartat S serina

G guanind D G/A/T E glutamat T threonina

N A/G/C/T (oricare) H A/C/T F fenilalanina U selenocisteina

K G/T (keto) VvV G/C/A G glicina V valina

S G/C (strong) - spatiu de H histidina W triptofan

Y T/C (pYrimidine) dimensiune I isoleucina Y tirosina

intermediara K Llisina Z glutamat/glutamin
L leucina X oricare
M metionina ¥ stop
Standardul IUPAC pentru notarea nucleotidelor si N asparagina spatiu
aminoacizilor
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isiere FASTA - fisiere cu secvente
Fisierul FASTA

D. O secventa de nucleotide este notata in directia 5' = 3’ : prima litera de pe primul rand corespunzator secventei
este nucleotida 1 si are o grupare PO, libera, ultima litera de pe ultimul rand are gruparea OH 3’ libera. Moleculele
circulare se reprezentate linear, prima nucleotida fiind cel mai frecvent originea de replicare;

E. O secventa polipeptdica este notata in sensul sintezei, de la capatul N terminal spre cel C terminal; prima litera
din primul rand reprezinta aminoacidul 1 din secventa - aminoacidul N-terminal; ultima litera reprezinta
aminoacidul C-terminal;

F. Pozitia literelor poate fi sau nu numerotata; in cazul in care literele din secventa sunt numerotate, numeroatarea
se face la inceputul fiecarui rand si se include un spatiu dupa fiecare a 10-a litera.

G. Literele ce desemneaza secventa pot fi sau nu scrise cu majuscule; indiferent de tipul de scriere, semnificatia
este aceeasi;

H. Unele programe nu accepta caracterul ‘~’ (spatiul in secventa) se indica cu un sir de N pentru nucleotide sau X
pentru aminoacizi; spatiul intre litere este ignorat;

>secventa peptidica necunoscuta 1 fara numere
QIKDLLVSSSTDLDTTLVLVNAIYFKGMWKTAFNAEDTREMPFHVTKQESKPVQMMCMNNSENVATLPA
KMKILELPFASGDLSMLVLLPDEVSDLERIEKTINFEKLTEWTNPNTMEKRRVKVYLPOMKIEEKYNLTS
VLMALGMTDLFIPSANLTGISSAESLKISQAVHGAFMELSEDGIEMAGSTGVIEDIKHSPESEQFRADHE
FLFLIKHNPTNTIVYFGRYWSP

Cum scriu secventele?
- Cu font monospatiat

TNR Proportional
courier New MONOSpPace

>secventa peptidica necunoscuta cu numere

1
61
121
181

gikdllvsss
sfnvatlpae
rrvkvylpgm
edgiemagst

03.06.2024

tdldttlvlv
kmkilelpfa
kieekynlts
gviedikhsp

naiyfkgmwk tafnaedtre
sgdlsmlvll pdevsdleri
vimalgmtdl fipsanltgi
eseqfradhp flflikhnpt

mpfhvtkges
ektinfeklt
ssaeslkisqg
ntivyfgryw

kpvgmmemnn
ewtnpntmek
avhgafmels
Sp
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De unde pot obtine secvente?

1. Uninstrument de secventiere a ADN-ului — cel mai frecvent;

2. Un instrument de secventiere a proteinelor bazat pe degradarea Edman (cel mai putin frecvent) sau un
spectrometru de masa — destul de rar;

3. 0 baza de date cu secvente — cel mai usor de accesat; create de utilizatori ce au acces la instrumentele 1 si 2 si

deci pot determina experimental o secventa;
O baza de date cu secvente reprezinta o colectie de secvente de acizi nucleici sau aminoacizi ce au

fost stabilite experimental si care au fost depozitate in forma digitalizata pe un server central intr-un
format tip specific. Fiecarei secvente i se aloca un identificator unic — ID — o combinatie unica de
litere si cifre ce poate fi folosita pentru a regasi fara echivoc secventa in respectiva baza de date.

Tn general, accesul la bazele de date cu secvente este gratuit.

Baza de date Site web Dimensiune *

Baze de date cu secvente

INSDC http://www.insdc.org/ 206 293 625 secvente

DDBJ stk mse Aceste baze de date sunt sincronizate zilnic intre ele si contin
) ] aceleasi secvente.

EMBL Nucleotide Sequence Database http://www.ebi.ac.uk/embl/

GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

European Nucleotide Archive (ENA) http://www.ebi.ac.uk/ena/

KEGG http://www.genome.jp/kegg/ 25 679 056 secvente

nr http://blast.ncbi.nlm.nih.gov 145 296 712 secvente

UniProtKB/Swiss-Prot http://www.uniprot.org/ 556 568 secvente

UniProtK B/TrTEMBL http://www.uniprot.org/ 107 627 435 secvente
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Operatii simple cu secvente

http://www.bioinformatics.org/sms2/

SMS Sequence Manipulation Suite:

Format Conversion
-Combine FASTA

Translate accepts a DNA sequence and converts it into a protein in the reading frame you

.o -EMBL to FASTA
Operatii cu secvente ‘EMBL Feature Bxtactor | specify. Translate supports the entire [IUPAC alphabet and several genetic codes.
. A -Fiter DNA
selectabile in SMS2 e asTA Pa; ence or one or more FASTA sequences into the text area below. Input limit

-GenBank Feature Extractor
-GenBank Trans E:
-One to Three
-Range Extractor DNA
-Range Extractor Protein
-Reverse Complement

>Arthrobacter nicotinovorans orf388 sequence =
ctactaaccctcagcgccgececccttcaaccettttectctgaggaaaatatgactaaaaca
gcgattgtccgecgtcgeccatgaatggcatcaccggecggatgggectaccgecagecacctg

-Spit Codons ccgecgacgecggeggettcaccetcgaagacggcaccaaggtccagatcgaaccgatecet
-Split FASTA cgtaggccgcaacgaagccaagatccgecgaactcgecgagaagcacaaggttgecgagtg
:x:mg?fmm 377 gagcacggacctggactcggtcgtcaacgaccccaccgtcgacatcatcttegacgeetce
Window Extractor Protein catgaccagcctccgegecgecaccctgaagaaggcgatgetggccggecaagecacatett |-

Sequence Analysis caccgagaagcccaccgcggaaaccctggaagaggccattgaactggcccgcatcggcaa

-Codon Plot gcaggcaggcgtcaccgcaggcgtcgtacacgacaagctgtacctccecgggectggtcaa
g;’g";ﬁfzg’ gctccgeccgecctggtggacgaaggecttecttcggecgecatcctgtccatccgeggtgagtt
-DNA Malecular Weight cggctactgggtctttgaaggtgacgttcaggcagcacagcgecccgtcctggaactaccg
-DNA Pattern Find caaggaagacggcggtggaatgaccacggacatgttctgccactggaactacgtccttga
:El‘:f‘;fmhnm aggcatcatcggcaaggtcaagagcgtcaacgccaagaccgccacgcacatccccacceg
_Fuzzy Search Protein ctgggacgaagccggcaaggagtacaaggcaacggctgatgacgecttcctacggeatett
-Ident and Sim cgagcttgaaaccccgggcggecgacgacgtcatcggeccagatcaactctteectgggeegt
AR T ccgcgtctaccgecgacgaactcgtcgaattccaggtggacggcacccacggectecgecgt
-Mutate for Digest —]
_ORE Finder tgccggectgaacaagtgecgtcgeccagcagecgegecacacacccccaagecggtetggaa [+
-Pairwise Align Codons t A
-Pairwise Align DNA

-Pairwise Align Protein
-PCR Primer Stats
-PCR Products
-Protein GRAVY

rotein Ncicuor Wt « Translate in [readingframe 1 | on the [direct | strand.

-Protein Pattern Find .
“Protein Siats + Use the |standard (1) v | genetic code.

-Flestr:x:t?nn Digest
el *This page requires JavaScript. See browser compatibility.
Translate *You can mirror this page or use it off-line.

Sequence Figures
-Color Align Conservation ) ) )
~Color Align Properties new window | home | citation
-Group DNA Fri Mar 30 17:46:57 2012

Casuta text pentru
secventa FASTA
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Operatii simple cu secvente

Denumire operatie* Descriere

Convertire intre diverse formate

Combine FASTA
EMBL to FASTA

Filter DNA
Filter Protein

GenBank to FASTA

One to Three

— permite combinarea a doua sau a mai multe secvente in format FASTA si obtinerea unei singure secvente

— permite convertirea unei secvente din formatul EMBL in formatul FASTA; functia este utild in situatia in care se
doreste eliminarea rapida a informatiilor care nu au legatura cu secventa de ADN dintr-un fisier EMBL

— eliminad caracterele care nu corespund codului standard IUPAC pentru ADN-ul dintr-o secventa (inclusiv spatii,
numere, etc)

— elimina caracterele ce nu corespund cu codul standard IUPAC de o litera pentru aminoacizi dintr-o secventa (inclusiv
spatii, numere etc.)

— permite convertirea unei secvente din formatul GenBank in formatul FASTA; functia este utila Tn situatia in care se
doreste eliminarea rapida a informatiilor care nu au legatura cu secventa de ADN dintr-un fisier GenBank

— permite convertirea unei secvente de aminoacizi din codul standard IUPAC de o literd in cel de trei litere

Analiza's or

Codon Plot

Codon Usage

DNA Molecular Weight
DNA Stats
PCR Primer Stats

PCR Products

Protein Isoelectric Point
Protein Molecular Weight

Protein Stats

ranslate

Reverse Translat

— analizeaza frecventa de utilizare a codonilor dintr-o secventa de ADN si genereaza un grafic cu aceste frecvente

— analizeaza frecventa de utilizare a codonilor dintr-o secventa de ADN si poate fi utilizat pentru a identifica preferinta
pentru un anumit codon sinonim

— calculeaza masa moleculara a uneia sau a mai multor secvente de ADN
— calculeaza frecventa fiecdrei nucleotide intr-o secventa datd, rezultatele fiind exprimate in procente

— analizeaza si calculeaza proprietatile specifice ale unui set indicat de primeri, inclusiv temperatura de topire si
procentul de GC

— realizeazd amplificarea virtuala prin PCR a unei secvente date folosind un set de primeri indicat de utilizator
— calculeaza valoarea teoreticad a punctului izoelectric pentru o secventa data

— calculeaza valoarea teoreticd a masei moleculare pentru una sau mai multe secvente de aminoacizi

— calculeaza frecventa fiecarui aminoacid intr-o secventa datd, rezultatele fiind exprimate in procente

— realizeaza translatia si transcriptia virtuala a unei secvente de ADN date, utilizatorul avand posibilitatea de a alege
cadrul de citire specific

— realizeaza procesul invers fata de Translate, acceptand o secventda de aminoacizi si generand secventa ADN
corespunzatoare

* corespunzatoare cu denumirea din suita de programe SMS2
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Legitura secventd —functie *

Folosind metodele experimentale de secventiere enumerate anterior, se stabileste secventa unei gene.
Aceasta codifica urmatoarea secventa de aminoacizi:

MAAKYRIGYFVGSLATGSINRVLSQALINLAPEDLEFSEIPIRDLPLYSYDYDADFPPEGR

Care este functia acestei peptide si implicit a genei codificatoare?

Cunoasterea secventei de nucleotide a unui fragment de ADN si implici a secventei de aminoacizi a
unei proteine nu inseamna obligatoriu si cunoasterea rolului (functiei) moleculei respective.

Si totusi, secventa de aminoacizi este cea ce coordoneaza structura tridimensionala a peptidei si
deci reactia enzimatica/functia pe care peptida o are/realizeaza.

Al ll-lea cod

_ oo gt _ G
Manual sau cu Numai cu _

Makrythanasis and Antonarakis Genome Medicine 2011, 3:21 . .

http/i dicine. /content/3/4/21 M
JOURNAL OF BACTERIOLOGY, May 2006, p. 3431-3432 Vol. 188, No. 10 prigenomemedicine comiconten GeﬂOme ed iIcine
0021-9193/06/$08.00+0  doi:10.1128/JB.188.10.3431-3432.2006

Copyright © 2006, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.
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Legatura secventa —functie ‘

Pentru identificarea computerizata a funtiei unei proteine sau gene necunoscute se pleaca de la
urmatoarele premize:

1. toate genele/proteinele au evoluat din alte gene/proteine prin mutatia secventei primare;

Ce inseamna si cum functioneaza evolutia?

Mutatiile reprezinta modificari spontane nedirijate a mesajului genetic. Cel mai frecvent mutatiile apar in
procesul de replicarea ADN-ului sau prin actiunea factorilor de mediu asupra ADN-ului. Mutatiile reprezinta

materialul de bazd pentru variabilitatea si evolutia organismelor vii. Cum?
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Legatura secventa —functie *

2. inlocuirea unui aminoacid cu altul intr-o proteina nu este intoteauna aleatoare ci este corelata
cu rolul aminoacidului in cadrul proteinei. Din punct de vedere are frecventei cu care sunt inlocuiti au
fost descrise 3 categorii distincte de aminoacizi intr-o secventa proteica:

a) aminoacizi inalt conservati - nu sunt inlocuili decat extrem rar - sunt aminoacizii din situsul
catalitic sau functional, implicati in mod direct de realizarea functiei;

b) aminoacizi conservati - sunt inlocuiti destul de rar - sunt aminoacizii implicati in realizarea
structurilor secundare si tertiare;

c) aminoacizi putin conservati - sunt inlocuiti frecvent - sunt in general aminoacizii de pe suprafata
proteinelor, inlocuirea lor nu modifica semnificativ functia proteinei.

T

’V/l/ Y
4 A
,%S’ 170 /V'q'?,? %
6\@ 06\ 8/?8 g . . =
SN %@ Diverse variante ale aceleasi

secvente de aminoacizi
obtlnute prin mutatii aleatorii

‘V@ ALMAREESR
%
R

SELECTIE

Variante ale secventei initiale in
care mesajul (functia) este
pastrata
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Legatura secventa —functie

3. Deoarece secventele de aminoacizi ale proteinelor / de nucleotide ale genelor au evoluat una din
cealalta, ele nu au caracter randomic, ci prezinta mai degraba un anumit grad de similaritate ceea ce
permite compararea lor.

Pentru compararea a doua secvente se introduc notiunile de:

a. aliniere a doua sau mai multe secvente - fiecare aminoacid (nucleotid) din secventa A este
comparat cu aminoacidul (nucleotidul) corespunzator din secventa B. O corespondenta

intre doi aminoacizi (nucleotide) din aceeasi pozitie pe cele doua secvente poarta numele de
identitate, iar o neconcordanta se numeste substitutie;

Alinierile a doua sau mai multe secvente pot fi:

-alinieri locale - identifica subregiunile similare dintre doua secvente

-alineri globale - compara doua secvente pe toata lungimea lor si se utilizeaza pentru a compara
secvente de dimensiuni similare dar foarte apropiate evolutiv.

identita'fe\A /substitutie

E.coi TGNRTIAVYDLGGGTFDISIIEIDEVDGEKTFEVLATNGDTHLGGEDFDSRLIHYL
B. subtilis DEDQTILLYDLGGGTFDVSILELGDG TFEVRSTAGDNRLGGDDFDQVIIDHL

Secventa consens TI**YDLGGGTFD*SI*E********TEEEV**T*GD**LGG*DFD***|**|
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Identitate — similaritate - omologie *

b. identitate - |la nivel de secventa - se refera la doua secvente care prezinta asemanari una in raport cu
cealalta datorita unui numar mai mare sau mai mic de aminoacizi identici; similaritatea se exprima ca
procente de similaritate sau procente identitate - % de aminoacizi ce sunt identici intre 2 secvente;

c. similaritate la nivel de secventa - se refera la doua secvente care prezinta asemanari una in raport cu
cealalta datorita unui numar mai mare sau mai mic de aminoacizi identici dar ia in calcul si semnificatia
substitutiilor dintre aminoacizi ;

c. omologie - se refera la faptul ca doua secvente se aseamana una cu cealalta deoarece au evoluat
dintr-un stramos comun, dar nu au obligatoriu aceeasi functie;

d. secventa de aminoacizi identici inalt conservati dintr-o aliniere a doua sau mai multe secvente se
numeste secventa consens (consensus);

ANATREM ERE Secventa initiala

MUTATII

— Secvente omoloage
Au evoluat dintr-un stramos comun

Variante ale secventei initiale in
care mesajul (functia) este

< pastrata
%ﬁ Aﬁzg REMERE Secvente similare
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Legitura secventd —functie *

Gradul de similaritate a doua proteine la nivel de secventa este dictat, pe de o parte, de numarul de
mutatii ce le diferentiaza (distanta evolutiva) si, pe de alta parte, de structurile lor tridimensionale
si de functiile specifice pe care cele doua proteine le indeplinesc.

Doua secvente de nucleotide similare vor codifica un mesaj genetic similar si deci vor avea functii
similare.

Doua proteine similare vor avea structuri similare si deci functii similare.

Tntrebarea initial3: “Care este functia acestei peptide si implicit a genei codificatoare?’
MAAKYRIGYFVGSLATGSINRVLSQALINLAPEDLEFSEIPIRDLPLYSYDYDADFPPEGR

devine: cu ce peptida cunoscuta este similara aceasta secventa?
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BLAST - identificarea de secvente similare

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

1. identifica, dintr-o baza de date, secventele similare cu o secventa tinta (tinta analizei,
experimentului). Aceste secvente identificate poarta numele de secvente “subiect”, iar identificarea
lor se bazeaza pe alinieri locale. Secventa ,subiect este ,,suprapusa” peste cea tinta la nivelul alinierilor
locale astfel incat secventele comparate vor fi alcatuite din zone perfect aliniate si zone nealiniate (asa
numitele GAP’s) care formeaza bucle intre o aliniere locala si urmatoarea aliniere locala.

2. cuantifica nivelul de similaritate dintre secventele “subiect” si secventa tinta prin utilizarea unor
matrici de substitutie. O matrice de substitutie arata frecventa cu care un aminoacid este inlocuit cu
altul si are la baza observatiile experimentale.

03.06.2024
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298 Biologie moleculara. Metode experimentale
A C D E F G H— FIGURA 35. Exemplu de matrice
A |4 0-2-1-2 0 -2 BLOSUM. o
Cu litere mari sunt reprezentati aminoacizii.
C 0O 9 -3 -4 -2 -3 -3 Cel mai mare punctaj au identitatile, iar
T D functie de frecventa de substitutie (observata
2 e practic in laborator) primesc un anumit
E |-1 -4 2 5 -3 -2 punctaj si substitutile. Se poate observa si
existenta unor punctaje negative, alocate
= =2 =5 =8 O =E pentru substitutiile cel mai putin intalnite.
G o =5 =1l = =3
H [EZ28=S
¢ BLOSUM 62
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BLAST - identificarea de secvente similare ‘

3. Calculeaza unu scor de similaritate prin insumarea punctelor pentru fiecare pereche aminoacid-
aminoacid si ierarhizeaza secventele t{inta functie de valoarea acestui scor.

Scoruri de similaritate calculate de BLAST:

- punctaj brut (engl. Raw score) notat cu S, este calculat prin insumarea punctelor pentru fiecare
pereche aminoacid-aminoacid, aminoacid-nimic si penalizarilor pentru GAP; nu permite ierarhizarea
secventelor, valoare lui depinde de lungimea secventelor analizate;

Aliniere locala
A

|
G. TGATGCAT

L Ll
G. TGACAAGGGTATCG

I
ATTGTCAAAGA

| ||
GGCAGAC

Substitutie GAP

S = Z(identité‘;i, substitutii) ~ Z(penalizéri GAP)

- scorul in biti notat cu S’ - se calculeaza prin normalizarea lui S in functie de diverse variabile
statistice care depind, la randul lor, de tipul de matrice utilizat. Cu cat punctajul S’ obtinut este mai
mare cu atat asemanarea dintre cele doua secvente este mai mare;

- parametru statistic E - care se defineste ca numar de potriviri care apar doar datorita sansei intr-o
baza de date de o anumita dimensiune. Cu cat valorile lui E sunt mai mici, cu atat rezultatele sunt
considerate ca avand un inalt grad de semnificatie (alinierea fiind deci statistic semnificativa).
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Cum se realizeaza o analiza BLAST? ~

1. Acceseaza: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
2. Selecteaza tipul de analiza functie de secventa de interes: BLAST

Web BLAST

3. Copie secventa in casuta pentru :}:gm e— S
secventa tinta (query), seteaza parametrii ijwm AlB
cautarii si apasa BLAST PSSy »

A — casuta text in care a fost inserata m:...,m..::m"m o

secventa tinta in format FASTA; T

B — zona cu parametrii utilizati pentru o

restrAngerea spatiului de ciutare; = MMM“M B

C — buton pentru lansarea investigarii; ———————

D — zona cu parametrii algoritmului de S gy

DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)

cautare s o
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21 101 TR T (e rerresmsn o seercs g it e siner

13 in & new wndow

*
Mai multe detalii si aplicatii practice la cursul Bioinformatica aplicata in D y

Biologia Structurala, Optional, An Ill.
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