3. Notiuni de biochimie

In acest capitol vom trece in revistd structura si proprietitile a doua mari clase de
molecule ce constituie de fapt obiect de studiu pentru bioinformatica:.
— proteinele, compuse din aminoacizi
— acizi nucleici, compusi din nucleotide

3.1. Aminoacizii

3.1.1. Structurd generald

A. Aminoacizii (AA) sunt molecule organice care contin o grupare amino (-NH,)
si o grupare acida carboxil (-COOH).

B. Formula generald este H,N-CH-R-COOH. Atomul de carbon primar (numit si
C,) are cele 4 valente ocupate astfel: una care leaga gruparea amino, a doua leaga
gruparea carboxil, a treia leaga un proton (- H) iar a patra leaga o grupare numita radical
(-R). Aminoacizii difera intre ei prin acest radical (figura 3.1.1.a).

Fig. 3.1.1.a. Formula generald a aminoacizilor

C. Tn materia vie intalnim doar 20 AA, aceiasi atit in regnul vegetal cat si animal,
la toatd scara evolutiva, demonstrand elocvent unitatea materiei vii pe pamant. Insi
numarul practic infinit al combinatiilor posibile, acoperd cu prisosin{d orice paleta
imaginativa, explicand toate diversitatile, la fel cum cu numarul restrans al literelor
alfabetului se pot crea orice cuvinte.

D. Tnfigura 3.1.1.b sunt prezentate structurile moleculare in forma lor uzuala.
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Fig. 3.1.1.b. Structurile moleculare ale aminoacizilor

3.1.2. Formele ionice ale aminoacizilor

A. Gruparea carboxil are caracter acid, putand elibera un proton si trecand in
forma —COOQ’, cu sarcind negativa.

B. Gruparea amino are ca caracter bazic, putand accepta un proton si trecand in
forma —NHs", cu sarcina pozitiv.

C. Avand caracter dublu, atdt acid cat si alcalin, spunem ca are un caracter
amfoter.

D. Formele ionice care se pot forma, fiind atdt pozitive cat si negative, cu
posibilitatea ca 0 molecula sd prezinte simultan ambele sarcini, poartd denumirea de
“zwitter-ioni”, si sunt prezentati in figura 3.1.2.a.



Fig. 3.1.2.a. Forme ionice ale aminoacizilor

E. Sarcina pe care o are un aminoacid la un moment dat depinde de pH-ul
mediului. in mediu acid, unde avem o abundenta de protoni H*, gruparea carboxil nu
disociaza, in schimb gruparea amino se va gasi in forma ionicd, iar aminoacidul va avea
sarcind pozitiva. In schimb in mediu bazic, gruparea amino va fi neutra, iar cea carboxil
ionizata, avand o sarcina globald negativa.

F. Pentru fiecare aminoacid existd o anumita valoare a pH-ului, numitad punct
izoelectric pentru care gradul de disociere ca acid este egal cu cel de disociere ca baza,
numarul sarcinilor pozitive este egal cu cel al sarcinilor negative, iar molecula in
ansamblu este neutra.

G. Dependenta sarcinii de pH sta la baza unei metode de separare a proteinelor
numitd electroforeza. O banda de hartie de filtru imbibata in solutie salina are marginile
in contact cu doi electrozi intre care se aplica o diferenta de potential de ordinul sutelor
de volti. Pe bandi se depune o picatura din solutia unei proteine. in prezenta campului
electric moleculele se deplaseazd (migreaza) in functie de sarcina lor. Viteza de
deplasare este invers proportionald cu masa moleculara. Aceastd deplasare datoratd
campului electric se numeste electroforeza.

3.1.3. Proprietatile aminoacizilor
A. Abundenta

Cei 20 AA nu au o raspandire uniforma in proteinele din natura. Abundenta lor (in
procente) este prezentata in tabelul 3.1.3.a.

B. Izomerie structurala

Daca se traseaza un plan imaginar creat de carbonul o, carbonul din carboxil si
radicalului R - fie de partea stinga, fie de partea dreapta a planului, cu alte cuvinte avem
2 izomeri sterici, care poarta numele S si R, iar proprietatea de a prezenta izomeri sterici
se numeste chiralitate.

Aminoacizii din proteinele din naturd sunt cu totii izomeri S, acceptand cisteina
(Cys) care este R si glicina (Gly) care este nonchirala.

C. Izomerie optica

Compusii care prezintd izomeri structurali, prezinta de obicei si izomerie optica. O
serie de substante (numite ,,optic active”) au proprietatea de a roti planul luminii
polarizate cand aceastd lumina le traverseaza. In functie de sensul in care este rotit
planul luminii polarizate substantele pot fi D (dextrogire) - care rotesc planul la dreapta
si L (levogire) care rotesc planul la stinga. In aminoacizii de sintezi cele doud forme se
produc in proportii egale. In aminoacizii naturali intalnim numai forma L. Fenomenul
incd nu are o explicatie unanim acceptata.



Tabel 3.1.3.a. Raspandirea aminoacizilor

Denumirea (Residue) cod 3-itere mdcl:l:e'é Abundenti />(%) E.C.
Alanin ALA A 13.0
Argining ARG R 5.3
Asparaging ASN M 9.9
Aspartat ASP D 9.9
Cisteind CYS © 1.8
Acid glutamic GLU E 10.8
Glutamind LN Q 10.8
Glicing GLY G 7.8
Histidind HIS H 07
Isoleucing ILE | 4.4
Leucind LEU L 7.8
Lizind LYS K 70
Metioning MET h 3.8
Fenilalaning FHE F 3.3
Proling PRO P 46
Serind SER S 6.0
Treonini THR T 4.6
Triptofan TRF W 1.0
Tirosind TYR ki 22
“aling WAL W 6.0

D. Aminoacizii esentiali

Majoritatea aminoacizilor pot fi sintetizati in organismul uman. Totusi exista unii
AA care nu pot fi sintetizati — acestia poartd numele de AA esentiali. Ei sunt in numar
de 9: Val, Leu, Ile, Lys, Thr, Met, His, Trp, Phe. AA sunt sintetizati de plante si sunt
necesari in aportul alimentar, ei se gédsesc si In produse animale.

E. Notatii

Se folosesc frecvent niste notatii prescurtate, formate din 3 litere convenabile
pentru recunoasterea denumirii lor. Totusi in analiza secventiald este preferata notatia
simbolica cu cate 1 litera.

3.1.4. Hidrofobicitatea

A. Grupdrile din radicali R sunt foarte variate, cu proprietati diferite, ceea ce
confera aminoacizilor — si prin ei, proteinelor — o paleta largd de proprietiti. In functie
de aceste grupari putem face o clasificare a AA (figura 3.1.4.a)

- AA cu grupari nepolare: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Phe
- AA cu grupari polare neincarcate electric: Ser, Thr, Cys, Met, Asn, GIn, Tyr, Trp,

Pro
- AA cu grupari polare cu caracter acid: Asp, Glu
- AA cu grupari polare cu caracter bazic: Arg, Lys
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Fig. 3.1.4.a. Clasificarea aminoacizilor

B. Polaritatea gruparilor determina si solubilitatea lor in apa. Astfel AA cu
grupari polare sunt hidrofobi, cei cu sarcind sunt hidrofili, iar cei cu grupari polare
neincarcate electric sunt relativ solubili prin puntile de hidrogen care se pot forma.

C. Scari de hidrofobicitate

Evaluarea gradului de hidrofobicitate al unei molecule este dificila, fiind cel mai
adesea bazatd pe partitia moleculei intre diferiti solventi. in functie de solventii folositi
s-au stabilit diverse sciri care ierarhizeaza aminoacizii figura 3.1.4.b, dreapta.

Ammatc ~

Hydrophobic

J/

most hydrophobic

C GLI b C
I VA Fl
v L v
LF r LMW
M c lé
AGW M

MA H

TS G H

HS WY TS a
T wY T
P P
M NK.Q
D EH s
QE D N.Q PR

DE N

< QDE
R
K R R K
1 (2) (3) @)
A diagram companng four different scales for the “hydrophobicity” of
an amino acid residue m a protew [4] References for the scales are as follows
(1) Jazin (1979)"; (2) Weolfenden, et al 2, (3) Kyte and Doolinle %, and (4) Rose,

Fig. 3.1.4.b. Hidrofobicitatea aminoacizilor

D. Daca tinem cont de dimensiunea moleculei, pe langd hidrofobicitate si
caracterul polar/nepolar sau sarcina moleculei la pH fiziologic, putem prezenta
schematic o diagrama care sintetizeaza toate aceste proprietdti figura 3.1.4.b stanga.




E. Pentru a avea 0 imagine mai detaliatd asupra proprietatilor aminoacizilor, sa
mai addugam determindrile unor proprietati fizice:densitate, volum, suprafata, constante
de echilibru de disociere a gruparilor din radical (unde este cazul). Aceste proprietati
sunt sintetizate n tabelul 3.1.4.

Tabelul 3.1.4. Proprietatile aminoacizilor solubilitate, densitate, volum, suprafata si pK

Name Solubility Crystal  [plat25 | Residue Volume ISutface Area ’ Side Chain pKa
(@/100g.25°C) [Densty ()| *C_| [ ggg s | -
Alanine 16.65 1401 [ 6.107
i Arginine i 15 } 11 } 1076 Rl 24 ]| 5 | -1
heparic D[ ma1 [ 150 [ 45
o 0.778 166 298 | N[ 141 [ 160 | -
|Asparagmc | 353 [ 1.54 { - E' 108.5 | 135 ‘ 9.1-95
[ Cysteine | very [ - [ 502 E' 1384 | 190 ‘ 4.6
Ghutarmic 0564 Las0 | 208 | Q[ 1438 [ 180 | -
| Gl:::“e | 25 | - | - E} 6503‘12 I 7955 T
: 153, 1 .
| Glycine | 2499 [ 1607 | 6064 T 1667 s | -
| Hstidne | 419 [ - | 764 Ll e | 10 | -
[ Icleuwcine | 4117 | - [6038 ] 168.6 T 20 || woa
[ Lewcine [ 2426 | 1191 [6036 : '
[ Lysme [ ve [ - e el 1625 [ 1es | =
o4 Ty
| Methionine | 3381 | 1340 [ 574 [F[ s [ 210 | -
[Phenglalarine | 2965 | - | 591 B[ m27 [ 45 | -
[ Proine [ 1623 | - [ &3 [s[ 00 | s | -
[ serine | 5023 [ 153 | 568 [T[  ns61 | 140 | -
[ Tiweonine | vey || - || - fw[ 2278 [ 255 | -
[Tryptophan | 1136 | - | sss | [¥| 1936 [ 230 | 97
[ Tyrosine | 00453 | 1456 | 563 | [v[ 1400 [ 155 | =
[ vaine | 88 [ 1230 [6.002 a-amino pKa=6.8 - 7.9, a-carboxyl pKa=3.5-4.3

3.2. Proteine

3.2.1. Legatura peptidici

A. Doi aminoacizi se pot lega chimic prin reactia intre gruparea carboxil a unui
AA cu gruparea amino a celuilalt, cu eliminarea unei molecule de apa:

H,N-CH-R;~COOH + H,N-CH-R,-COOH —
H,N-CH-R;~CO-NH-CH-R,-COOH (3.2.1.3)

B. Legitura formatd se numeste legaturd peptidica. Reactia este bine ilustratd in
figura 3.2.1.a, iar proprietatile legaturii peptidice sunt prezentate n figura 3.2.1.b.

C. Ne putem usor imagina ca dipeptidul format, avand un capat amino si un capat
carboxil, poate la randul sdu forma o noud legatura peptidica si agsa mai departe. O astfel
de moleculd se numeste polipeptid sau proteind. Pentru un numar mic de AA in
structurd se pot folosi prefixele corespunzatoare: dipeptid, tri~, tetra~, penta~ s.a.m.d.



Fig. 3.2.1.a. Formarea legaturii peptidice
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Fig. 3.2.1.b. Proprietatile legaturii peptidice

3.2.2. Structura primard a proteinelor

A. O primd caracteristici, de importantda majora 1in bioinformatica este
reprezentatd de succesiunea de AA care formeaza molecula proteica.

B. Aceastd succesiune poarta numele de ,structurd primard” a proteinelor.
Pozitiile aminoacizilor se numeroteaza incepand de la capatul cu gruparea amino libera.

C. Determinarea structurii primare a proteinelor

Existd mai multe metode de determinare a structurii primare a proteinelor, pe care
nu le vom trata in detaliu ci doar le vom enumera aici:

a) metode biochimice de determinare a secventei, cuprinzand:
- degradarea Edman
- fractionarea prin digestie cu enzime proteolitice
- spectrometrie de masa



- hidroliza n acizi (doar determinarea cantititilor de aminoacizi)
b) deducerea din secventa genelor

D. Exemple de structuri primare

Una dintre primele structuri primare determinate a fost cea a insulinei, prezentata in
figura 3.2.2.a, de catre Sanger in 1951, pentru care i s-a acordat premiul Nobel.

A - chain P ——
| |
PO0CCITOIOCIOVOCTOCE
' 2 ) “ . 4 Ir » L] W0 11 12 13 14 1S 16 17 18 19 20
S S
) I
B « chain S

Fig. 3.2.2.a. Structura primara a proteinelor: insulina

3.2.3. Structura secundard a proteinelor

A. O molecula proteicad poate avea de la cateva zeci de aminoacizi pana la cateva
sute. Prin proprietatile pe care le au radicalii aminoacizilor din lant, se formeaza adesea
nigte structuri spatiale specifice usor de recunoscut. Corey si Pauling (1943) au fost
primii care au semnalat aceste structuri denumite generic ,structura secundard” a
proteinelor.

B. Structura - helix

Cea mai bine cunoscutd forma specificd este cea de helix pe care o Intdlnim
frecvent la proteine. Unii aminoacizi, mai ales Met, Ala, Leu, Glu si Lys se dispun in
forma unor spirale ce s-ar infasura pe un cilindru virtual, numit - helix. Alti AA insd nu
se dispun in helix, aparitia lor (de exemplu Gly si Pro) generand discontinuitatea
spiralei, de aceea se si numesc ,,helix breakers”. Procentul de AA angajati in structurile
secundare variaza. In tabelul 3.2.3.a. sunt trecute proportiile de AA cuprinsi in structuri
de tip - helix.

Tabelul 3.2.3.a. Procent de AAn elice

Proteina % elice o
Mioglobina 70
Insulina 38
Ovalbumina 31
Serumalbumina 46
Pepsina 31
Ribonucleaza 16
Chimotripsina 15




C. Saitrecem in revistd cateva proprietati ale unui — helix (figura 3.2.3.a)
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Fig. 3.2.3.a. Structura a helix a proteinelor

- o spira cuprinde 3,6 AA

- pasul spirei 5,21

- forma spiralei ca un surub cu pasul spre dreapta
- catenele (radicalii R) sunt orientate spre exteriorul cilindrului.

D. Determinarea structurii secundare

Cea mai potrivita metoda este difractia cu raze X, (utilizatd de Perutz si Kendrew
pentru structura mioglobinei), radicalii X avand lungimea de unda de ordinul de marime
al distantelor interatomice (~A). O limitare a metodei este ca poate fi folositd numai pe
cristale, deci moleculele care nu pot fi aduse in forma cristalind nu pot fi studiate prin

aceasta metoda.

Amino acid
subunits

B pleated sheet

Fig. 3.2.3.b. Structura pliuri 8 a proteinelor



E. Fésiile B

O altd forma intdlnitd ca structurd secundara este reprezentatd de ,fasiile 37 sau
Hpliurile B (figura 3.2.3.b). Alternanta unor AA care genereaza alternanta orientarii
valentelor duce la formarea unor regiuni cu forma specifica de panglica pliata. Aceste
fasii apar 1n special in regiunile cu AA cromatici (Trp, Tyr si Phe). De asemenea,forma
B-C este generata in zonele cu Ile, Val, Thr.

3.2.4. Structura tertiara a proteinelor

A. Pe langa structura secundara, intre diferitele parti ale unei molecule proteice
pot apdrea interactiuni:
- legéturi intre parti prin punti de hidrogen, legaturi disulfidice sau legaturi Van der
Waals
- plieri, incovoieri.
Toate acestea genereaza o structura tridimensionald complexa.

3.2.5. Structura cuaternara

A. In cazul moleculelor foarte mari se pot realiza chiar legaturi intre mai multe
unitati, formadnd asa numita structurd cuaternard. Procesul acesta este catalizat de
enzime specifice numite ,, holoenzime”.

Primary
structure

. aipha helix

tertiary
structure

quaternary
structure

Fig. 3.2.5. Structura proteinelor — viziune de ansamblu

B. Exemple
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Structurd cuaternard intdlnim In special la proteinele globulare. Un exemplu
hemoglobina, care are 4 subunitati,” molecula” fiind de fapt un tetramer.

In aceeasi clasi mai putem include ADN polimeraza precum si proteinele
componente ale canalelor ionice.

In figura 3.2.5 este prezentata o sinteza privind structura proteinelor.

3.3.  Componentele acizilor nucleici

3.3.1. Componentele unui nucleotid

Acizii nucleici au si ei o structurd secventiald, asemanatoare intrucatva cu cea a
proteinelor. Unitatea de secventd, echivalentd aminoacizilor, se numeste ,, nucleotid”.
Un nucleotid are 3 componente principale:

- o pentoza
un acid fosforic
- o baza azotatd

3.3.2. Pentozele din acizii nucleici

A. In acizii nucleici intalnim doua tipuri de pentoze:
- riboza - Tn acidul ribonucleic (ARN)
- de(z)oxiriboza - Tn acidul de(z)oxiribonucleic ADN
B. Structura chimici si numerotarea atomilor sunt prezentate in figura (3.2.2).

/ §' carbon . Y 5' carbon
5 5
HOCH OH
HOCH, 0 C|)H 2 0 |
4 C cr 4 C . - cr
N W V]
3 b /% z 3'carbon/ ‘3‘ z
' carbon
OH OH
2-Deoxyribose Ribose

Fig. 3.2.2. Structura ribozei si dezoxiribozei

Observam ca atomii C;' - C4' si oxigenul formeaza un plan, in timp ce carbonul Cs'
este Thafara planului.

De asemenea, gruparea -OH de la carbonul 1' este de aceeasi parte cu carbonul 5',
in timp ce grupdrile -OH din pozitiile 2' si 3' sunt de cealalta parte a planului.

C. Tnmoleculele de dezoxiribozi lipseste gruparea -OH din pozitia 2".

3.3.3. Bazele azotate

A. Fiecare tip de acid nucleic contine 4 tipuri de baze azotate: doud baze purinice
si doud baze pirimidinice.
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Bazele purinice sunt adenina (A) si guanina (G) , iar cele pirimidinice sunt citozina
(C) si Timina (T) sau uracilul (U). In timp ce bazele A, G si C se gasesc si in ADN si in
ARN, cea de a patra este diferitd in ADN intalnim timina, in timp ce in ARN intalnim
uracilul.

B. Numerotarea atomilor din bazele azotate se face numai pentru atomii din
cicluri si este redatd impreuna cu structura moleculelor de purina si pirimidind, precum
si bazele azotate derivate: A si G, respectiv C, T si U in figura 3.3.3.

PURINES
NH;
' e
c X
NT e HNT © e,
I, ol 2CH P | j/CH
H(.%N/(,\T H;,N/L"”I\}/L‘*IU
H H
Adenine (A) Guanine (G)
PYRIMIDINES
0 NH;
! ! !
H'Il_/ \(IZH HN,/"-\(I—(‘.H» nl«“’ ‘:cln
¢ 1 [ I
0}(:*\{\"/04 ’C’\};/(‘k p. \i/CH
M H H
Uracil (U} Thymine (T} Cytosine (C)

Fig. 3.3.3. Bazele azotate din acizii nucleici

3.3.4. Nucleozide

A. Bazele azotate se leagd de pentoze printr-o legaturd glicozidica, formand o
structurd numitd ,,nucleozid”. Denumirea nucleozidelor porneste de la numele bazei
azotate; de ex de la adenina se formeaza adenozina (prin cuplarea de ribozi) sau
dezoxiadenozina prin legarea de (prin legarea de dezoxiribozi; similar avem
guanind/guanozind, dezoxiguanozind, citozina/citidind/dezoxicitidind, timind/timidina
(cu dezoxiriboza) , respectiv uracil/uridina (cu riboza).

Legarea bazelor azotate se face intotdeauna la carbonul 1 al pentozei. Bazele
purinice se leagd prin azotul din pozitia 9, iar cele pirimidinice prin azotul din pozitia 1.

B. Structura nucleozidelor este prezentata in figura 3.3.4.

(o) o

Me N |)k\
P LA,

-

HO I HO |
_~O~__ | :O:
J / \
HO HO OH
thymidive (DNA) uridive (RNA)

Fig. 3.3.4. Structura nucleozidelor
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3.3.5. Nucleotide

Pentru formarea lanturilor acizilor nucleici, nucleozidele sunt fosforilate. Cuplarea
moleculei de acid fosforic se face la carbonul 5’ al pentozei, structura nou formata fiind
numita ,,nucleotid”. Desi nucleotidele, ca entitati separate au denumiri specifice (acid
adenilic, guanilic, citidilic sau timidilic, uneori sub forma de radical adenilat, guanilat,
citidilat, timidilat) in cazul precizarii unui nucleotid intr-o secventd de acid nucleic, se
foloseste doar numele bazei azotate din componenta sa. In figura 3.3.5. este redati
structura nucleotidelor.

phosphoric acid
OH

Fig. 3.3.5. Structura nucleotidelor

3.4. Structura acizilor nucleici

3.4.1. Formarea lantului polinucleotidic

A. Nucleotidele se pot lega unele de altele prin eliminarea unei molecule de apa
ntre o grupare - OH a fosforului legat de carbonul 5’ si gruparea OH a carbonului 3’
din pentoza (figura 3.4.1.a).

E_O R base
O (here: guanine)

o)
” NH
© OH T\ A,
O=P—0.s N~ N
| .0

5'=>3
direction

ribose

(I) OH
phosphate O=P—0O
5

Fig. 3.4.1.a. Formarea unui dinucleotid
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B. Prin repetarea procesului se poate obtine un lant care sd cuprinda de la cateva
zeci pana la cateva mii de nucleotide (figura 3.4.1.b).

5'end Ne - G
HO < I
N7 SN

Fig. 3.4.1.b. Formarea lantului polinucleotidic GCAT

3.4.2. Structura primara a acizilor nucleici

A. Toate lanturile de acizi nucleici au doua capete libere, unul la atomul 5°, altul
la atomul 3°. O secventa de lant al unui acid nucleic se citeste in ordinea 5> — 3’

B. Secventa bazelor azotate intr-un lant de acid nucleic poartd denumirea de
structurd primard a acizilor nucleici (figura 3.4.2).

DNA simple
representation

| Side chains

| e
Sugar

Fig. 3.4.2. Structura primara a unei secvente ADN

3.4.3. Structura secundard a acizilor nucleici

A. Descifrarea structurii acizilor nucleici a reprezentat un pas important in
intelegerea unui intreg sir de fenomene din biologie in general si din genetica in special.
Acumularea unor date experimentale privind constanta rapoartelor A/T si G/C, sau
considerente teoretice privind structura tridimensionala a moleculelor, au condus in cele
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din urma la stabilirea modelului ,,dublu-helix” al moleculei de ADN de catre Watson si
Crick Tn 1953, laureati ai premiului Nobel.

B. Moleculele de ADN formeaza o dubla elice Infasurata pe un cilindru virtual,
avand orientate spre interior bazele azotate. Intre doua baze azotate din cele doua lanturi
se stabilesc niste punti de hidrogen. Prin configuratia spatiala a norului electronic sunt
posibile doar perechi intre o adenind de pe un lant cu o timind pe lantul opus (prin 2
punti de hidrogen) sau intre o guanina si o citozina (prin 3 punti de hidrogen) , asa cum
se poate vedea n figura 3.4.3.a.
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Fig. 3.4.3.a. Perechile de baze azotate in ADN

C. Proprietatile geometrice ale dublului helix au fost ulterior confirmate
experimental si sunt redate sintetic in figura 3.4.3.b.

Fig. 3.4.3.b. Dublul helix ADN

D. Prezenta legaturilor de hidrogen confera o buna stabilitate moleculelor de acizi

nucleici.

in moleculele de ARN, in locul timinei gasim uracilul.
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