CAPITOLUL I. PROTEINELE. ENZIMELE

STRUCTURA S$I FUNCTIA BIOLOGICA A PROTEINELOR

Majoritatea covirsitoare a modificarilor biochimice in organismele vii sunt determinate
de proteine: “Viata e nemijlocit legata de procesul de reinnoire a proteinelor i reprezinta
modul de existentd a corpului proteic” (F. Enghels). Anume proteinele sunt constituentele
chimice cu cel mai inalt grad de complexitate, varietate moleculara, care reprezinta
specificitate de specie, de organ.

Denumirea de proteina provine de la cuvintul grec proteios, care inseamna de
prim rang, pentru viata, folosit ca termen pentru prima datd in 1838 de catre
savantul german Miilder.

Proteinele formeaza clasa desubstante dintre cele mairaspindite i de o varietate
functionala exceptionala.

Proteinele indeplinesc urmatoarele functii fundamentale iminente organismelor vii:

1. Au un pronuntat i important rol structural, constituind baza structurilor celulare,
membranare, precum si a organitelor celulare, materialul intercelular al tesuturilor i
organelor. Proteinele structurale sunt: colagenul, elastina, keratina, fibroina. Ele
asigura diversitatea si specificitatea de forma a tuturor fiintelor vii.

2. Exercita cataliza fermentativd. Toate varietatile de reactii biochimice i tot
specificul transformarilor din organismele vii sunt determinate de enzime care sunt,
de fapt, proteine. Actualmente, sunt depistate mii de fermenti, multi dintre care separati
in forma cristalica.

3. Functiile contractila gi locomotoare (dinamica) sunt asigurate de proteinele
respective: actina, miozina, tubulina - proteina microfilamentelor ce determina
procesele de baza in celula. Miscarea coordonata la nivel microscopic (procesul
mitozei) la fel e determinatd de aceste proteine.

4. Functia de transport si de depozitare a unor compusi chimici ca: ionii meta-
lici, vitamine etc. Hemoglobina aprovizioneaza cu oxigen tesuturile, iar o proteina
inruditd, mioglobina, il depoziteaza in muschi. Transferina si feritina asigura transportul
st depozitarea fierului in singe, ficat. Lipoproteinele plasmei transporta lipidele. Un grup
specific de proteine se afld in membrane, transferind prin membrana in celula diferiti
ingredienti.

5. Functia de protejare fatd de corpi straini, virusuri, bacterii, macromolecule e asigurata
de proteinele specifice eliminate, in majoritate, de limfocite. Reactiile imunologice sunt
determinate de imunoglobuline (proteine efectiv specifice). Astfel de proteine ca
fibrinogenul, trombina . a. 1au parte la procesul de coagulare a singelui, protejind
organismul de impactul lezarii vaselor sanguine.

6. Functia reglatoare contribuie la reglementarea cresterii si diferentierii celule-
for. intr-un anumit interval de timp in viata organismului se produce expresia numai la o
parte mica din genomul celulei. Functia data o indeplinesc asa-numitele proteine-represor,
care inhiba portiuni specifice in DNA celular. Aici pot fi atasate §i proteinele ce regleaza
activitatea fiziologica celulara.
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7. O grupa specifica de proteine poate stoca, transmite §i genera diverse mesaje
chimice, impulsuri nervoase, servind drept receptori (rodopsina - proteina fotore-
ceptorie in retina ochiului) sau transmitatori ai impulsului nervos in sinapse etc.

8. Functia fizico-chimicad a proteinelor e capabild sd mentind constantele singe-
lui - homeostazia (albuminele determind presiunea oncotica - cantitatea, volumul lichidului
in vasele sanguine).

9. Proteinele indeplinesc si functii insolite. De exemplu, singele pestilor antarctici
contine proteine cu proprietati de antigel, protejind pestii de inghet. Locul de fixare
a aripilor la unele insecte contine rizelina - proteind purtatoare a unei elasticitati ideale.
Din plantele africane s-a extras o proteind foarte dulce - monelina, ce nu favorizeaza
obezitatea, fiind folositd pe larg in ratia alimentara.

10. O grupa interesanta si importanta o alcatuiesc proteinele alimentare si de rezerva:
proteinele laptelui, ovalbumina, semintele unor plante (soe, griu etc.), remarcindu-
se prin deosebitul lor rol energetic.

In momentul actual se studiazi mii de proteine, structura si functia sutelor dintre care
sunt cunoscute. Astazi deseori putem auzi despre obtinerea unor proteine noi cu furctii
exceptionale. Dupa zecide ani de investigatii, un grup de savanti de la Universitatea
HARVARD (America) au obtinut (1985) o proteina pura, susceptibild de formarea
vaselor sanguine la om - angiogenina, compusa din 123 de aminoacizi ce constitue
un singur lant. Folosind metodele ingineriei genetice, a fostreconstituitd gena care
regleazd in organismul uman producerea angiogeninei. Investigatiile prognozeaza sinteza
unor preparate care vor ameliora circulatia sanguina in muschiul cardiac, contracarind
infarctul, insultul, vor contribui la cicatrizarea leziunilor, ulcerului etc. Blocada angiogeninei,
insd, poate fiutila in tratamentul cancerului, bolilor in care apar vase mici nedorite -
psoriazis, rinopatie diabetica, artrita reumatoida; la supravegherea natalitatii, preparatele
contraceptive fiind inhibitori ai acestei proteine.

E uimitor faptul ca toate proteinele cu diversele lor proprietati s1 functii, sunt
constituite din aceiasi 20 aminoacizi fundamentali, incepind cu cea mai simplé bacterie
s1 pina la om. Se stie ca separat fiecare aminoacid nu are nici o functie biologica. Care
€ cauza ca o proteina are proprietate catalitica, alta hormonala, cealalta - anticorp? Prin
ce se deosebesc ele din punct de vedere chimic?

Raspunsul e foarte simplu: proteinele se deosebesc prin faptul ca pentru fiecare
In parte e caracteristica numai o singura secventa de aminoacizi. Aminoacizii
sunt alfabetul structurii proteice.

Prin legarea in lanturi polipeptidice, variate ca lungime §i succesiune a unitatilor,
se poate obtine un numadr infinit de imbindri de compusi. Fiecare specie contine mii
de proteine, dar specii exista circa 10 milioane. Putem oare asigura aceste proteine
numai cu 20 aminoacizi? O analiza matematica simpla arata ca pentru un polipeptid
din 20 aminoacizi diferiti, nici unul dintre care nu se repeta macar de 2 ori, numarul
de variatii este de 20x19x18 s.a.m.d., ~ 2x10'8, Masa moleculei e de 2600 Da.

Dar daca luam o proteina cu masa de 34000 Da, unde 12 aminoacizi sunt reprezentati
in acelasi raport, atunci capatam 10°* de combinatii. Daci in componenta lor vor fi
inclusi 20 aminoacizi in acelasi raport, numarul va creste enorm. Daca ar exista numai
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cite o molecula din fiecare proteina posibila, apoi greutatea lor ar fi mai mare decit
aplanetei noastre. Variatii din acesti 20 aminoacizi pot fi atit de multe, incit ar fi suficiente
nu numai pentru proteinele existente azi, dar si pentru cele care vor apare in viitor.
Potrivit calculelor specialistilor, azi pe pamint exista 0,001 de specii dintre cele
cunoscute cindva.

Unitatea structurald de baza a proteinelor sunt aminoacizii.

Primul aminoacid descris in 1806 a fost asparagina, iar ultimul - treonina - a fost
identificat de abia in 1936. Fiecare aminoacid are denumirea sa traditionala (conform
originii lui), rationala (chimicd), abreviere din trei litere si simbol de o literd. Aminoacizii
sunt derivatii acizilor grasi saturati-aminoderivati. Au o structura in care, cu acelasi atom
de carbon este legata grupa carboxilica §i aminica.

Aminoacizii se deosebesc intre €1 prin natura acestui radical R—CH—COOH
(R).

Anume radicalul R la diferiti aminoacizi diferd dupa structurd, NH,
sarcina electrica, solubilitate in apa.

Dupa proprietatea de a interactiona cu H,O la un pH = 7,0, deosebim 4 grupe de
aminoacizi (tab.1.1):

1. Aminoacizi cu radicali hidrofobi, nepolari - hidrocarburi. Reprezentanti: alanina,
valina, leucina, izoleucina, prolina, metionina, fenilalanina, triptofanul.

2. Aminoacizii curadicali polari, dar fara sarcina electrica. Ei formeaza legdturi de
hidrogen cu molecule de H,O. Reprezentanti: serina, tirozina, treonina - polaritatea
e determinata de grupa OH; asparagina si glutamina - de grupa NH,; cisteina - de
SH, iar la glicina - radicalul (H) ce nu compenseaza polaritatea grupelor NH, st COOH.

3. Aminoacizii cu radicali incarcati negativ (acidul aspartic si glutamic).

4. Aminoacizii cu radicali incarcati pozitiv (lizina, arginina - grupa guanidinica
si histidina - grupa imidazolica).

Instructura unor proteine se remarci si aminoacizi nefundamentali in compo-
nenta colagenului: 4-hidroxiproling, 5-hidroxilizind; In miozina - metillizing; in
protrombina - acidul carboxiglutamic; in elastina - desmozina formata din 4 molecule
de lizina. Acesti aminoacizi se mai numesc aminoacizi minori (tab.1.2).

Se mai intilnesc aminoacizi cu alte functii ca: ornitina, citrulina, B-alanina, etc.
(tab.1.2).

Solubilitatea aminoacizilor in apa este influientatd de prezenta sarurilor. Cea
mai mica solubilitate in apa o au cistina si tirozina (0,04 g/100 g a.d.), mult mai mare -
prolina si oxiprolina (154 g/100 g a.d.). Foarte solubili sunt arginina, lizina si cisteina la
pl in apa distilata 51 20°C (tab.1.3). Prolina este singurul aminoacid cu o solubilitate buna
in alcool, ceilalti aminoacizi se dizolva foarte greu. Toti aminoacizii sunt usor solubili in
solutii slab acide sau alcaline. De remarcat ¢ triptofanul pur in solutii acide este stabil, in
timp ce in amestecuri sau in hidrolizate proteice usor se oxideaza.

Toti aminoacizii fundamentali, cu exceptia glicinei, poseda un carbon asimetric
(centru chiralic) care este Ca (exceptie prezinta izoleucina si treonina care au 2 centre
chiralice C (2 x2=4)).

Formulele de configuratie ale enantiomerilor unui aminoacid oarecare, repre-
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Tabelul 1.1 Structura si denumirile aminoacizilor proteinogeni

1.Grupa acizilor hidrofobi nepolari.

Alanina (Ala) A
Acid c-aminopropionic

Valina (Val) V
Acid c-aminoizovalerianic

Leucina (Leu) L
Acid a-aminoizocapronic

+ + )
H3I:rI—CH—C00' H3N—CH—COO" H3N—C|H— COO
| I
CH; (]:H— CH; <|3Hz
CH, H;C—CH—CH;

Izoleucina (Ile) I

Metionina (Met) M

Prolina (Pro) P

Acid a-amino-B-metilvalerianic Acid o-amino-S-metiltiobutiric Acid pirolidin-a-carboxilic

+ + +
H;N—CH—COO" H;N—CH—COO" H,N CH—COO"
|
H—CH
i e CH;
S—CHj

Fenilalanina (Phe) F
Acid a-amino-f-fenilpropionic

"
HsN—CH—COO’

|
CH;

2.Grupa acizilor cu sarcina negativa.

Acid aspartic (Asp) D
Acid aminosuccinic

B
H3N—(|3H—COO"

({3[—[2
[

Triptofan (Trp) W
Acid a-amino-f-indolilpropionic

H;N— CH—COO
CH,

“NH

Acid glutamic (Glu) E
Acid c-aminoglutaric

H;N—CH—COO"
E
T
CH,

=0

|
5
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. Grupa acizilor hidrofili

Asparagina (Asn) N
Acid a-amino-
B-amidosuccinic

+
H;N—CH—COO
|
(|JH_2
C— 'NH2

I
O

Serina (Ser) S
Acid o-amino-
f-hidroxipropionic
+
H3N—CH—COO
|

i

CH;
o
Glicina (Gly) G
Acid aminoacetic
H3IG —CH—CO0O"
IlI ;

Glutamina (Gln) Q
Acid o -amino-
Y -amidoglutaric

+
H;N—CH—COO
|
CH,
|
CH,
|
(“j‘—NHz
O
Cisteina (Cys) C
Acid oi-amino-
B-tiopropionic

HyN—CH—COO"
|
CH,

I
SH

4.Grupa acizilor cu sarcind pozitiva.

Lizina (Lys) K
Acid o.,e-diaminocapronic

+
H;N—CH ~COO
|

CH,
CH,
CH,
+
éHz """ NH3

Arginina {Arg) R
Acid a-amino—&—guanidino
valerianic

H;N—CH —COO"

ci,
CH,

: (,‘|-'-H2 ‘NH;
NH é:I:IHz
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Tabelul 1.1 (continuare)

Treonina (Thr) T
Acid ¢-amino-
[-hidroxibutiric

%
HaN—CH—{0Q

(FHMCH;
OH

Tirozina (Tyr) Y
Acid p-hidroxifenil-
alaninic
H;N—CH—COO
|
CH,

" \1
Hﬁ

Histidina (His) H
Acid a-amino—p—imidazolil
propionic
+
HyN-—CH—CQO"
|

CH,
L
N . NH



Tabelul 1.2 Amineacizii neproteinogeni

Homoserina
acid o - amino-
¥ -hidroxibutiric

Norvalina
acid o-aminovalerianic

H;N—CH—COOH  H;N—CH—COOH

CH

CH,—OH

Citrulina
acid o - amino-
§ -carbamilovalerianic

H,N—CH—COOH

[
CH,
|

CH,

Norleucina
acid a-aminocapronic

H,N—CH— COOH

Ornitina
acid o, 8 -diaminovalerianic

H,N—CH—COOH
|

CH,—NH;

Hidroxilizina
acid o€ - diamino-
d -hidroxicapronic

|
|CH2 | H2
CH
i NH, [ °
“H,—NH— CH
CH,—NH—C \\) 2]

Acid y-carboxiglutamic

HoN—CH—COOH

Acid p - aminobenzoic

COOH

H,N— (|3H—COOH

CH,

|
CH,

|
(|3H—OH
CHz_"NHZ

Hidroxiprolina
acid pirolidin-y - hidroxi-
o - carboxilic

HN——CH—COOH

CH ik 7 i
A ~ ) *-.CH)
HOOC COOH |
NH, OH
Carnitina Psohgsili
+ acid f-aminopropionic
HO—CH— CH;— N(CH3)3
CHZ_ cOO’ HzN _'CHQ_ CHZ__ COOH
665146
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Tabelul 1.2 (continuare)

Selenocisteina
H,N—CH—COOH
CH2

Acid 8 - aminolevulinic

o=(]:—c112— CH,—COOH

I CH,
SeH IlIHz
Metillizina Homocisteina

acid o - amino-

H)N—CH—COOH

Y - tiobutiric
Cl?Hz H,N—CH—COOH
o |
b, b
| Hy CH,
Desmozina
-
(‘3H—COOH
H,N (CHy); NH,

|
HOOC—CH—(CHz)Z’ “N—(CH,),—CH—COOH
+

=

1
(CHp)4

CH—COOH

I
NH,

Acid y - aminobutiric, GABA

I
NH,
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Tabelul 1.3 Solubilitatea in apa distilata (g/g) la pl specific 5i 20°C

- Solubilitate ST Solubilitate
Aminoacid (/100 ga.d.) Aminoacid (g/100 ga.d.)

Alanina 22,50 | Lewcia 3 _,?{_) ______
g | RN iE | Bedid |

Asparagina 2,40 Metionina 3,00
[ Acidaspartic | 040 | Prola | (5450 |
 Cisteira | - £sobbil | Seen | . 430 |
 Fenblrim | 270 | el ] || 160
Giom | 400 o | 110

[rrare B e e 004 |
[ Adblogoe | 30 | Vaiw | 680 |
Hstdia | 400 | | 7]

zentate in sistemul D-L, in care substanta de referinta este aldehida glicerica dextrogira,
sunt redate in felul urmator.

H.N

Coo-

L-aminoacid X

+
NH;

D-aminoacid

Literele se refera numai la configuratia absoluta: in cazul D-izomerului gruparea NH,
seaflain dreapta, iar a L-izomerului - in stinga. In structura proteinelor se intilnesc numai
L - aminoacizi, doar pentru ei exista sisteme enzimatice, care prezinta specificitate de
substrat, gratie careia se asigurd metabolizarea lor.

La valori de pH neutre aminoacizii in solutie se afla in forma de ioni bipolari
(Zwitterion). Grupa amind e protoionizatd (NH,"), iar cea carboxilici (COO)-

disociata.
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i i
I |

HO=C [ -f(|:
+
H,N—C—H H;N—C—H
|
R R
Forma neutra Forma de ion bipolar (amfiion)

Ionizatia aminoacizilor depinde de valorile pH. In solutii acide grupa COOH este
neionizatd, iar cea amind - ionizatad (NH,*).

i | i
R—(f—coo' + H R—(F—COOH

+ +

NH, NH;

In solutii bazice situatia e contrari, ionizati e grupa carboxilicd (COO").

i ;
R—C—COO + OH === R-C—CO0 + H,0
|+ |
NH, NH,

In arhitectonica moleculei proteice deosebim patru niveluri structurale.

STRUCTURA PRIMARA

Cum se leagi aminoacizii in proteine? Procesul decurge in felul urmitor: o-grupa
carboxilicd a unui aminoacid se uneste cu 0. -aminogrupa altui aminoacid, formind legatura
peptidica, cu eliberarea unei molecule de apa.

0 Iﬁ
H,N—CH—C + N—CH—COOH
[ | H0
R, OH H R, 0

l
HzN——(EH*—C—ITT—(fH—COOH
R, H R,

Echilibrul acestei reactii inclind mai mult spre procesul de hidroliza, darnu de sinteza.
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De aceea procesul de sinteza necesita energie, pe cind hidroliza decurge cu degajarea el.
La unirea multor aminoacizi cu legéturile peptidice se formeaza un lant (catena)
polipeptidic, avind o structura liniara.

Lantul are o anumita directie. S-a stabilit conditional ca el incepe cu capatul purtitor
de aminogrupa, capatul N. Descrierea unei secvente de aminoacizi in lant incepe
anume de la acest capat terminal. Aminoacidul, care in legatura peptidicd participa cu
grupa sa COOH, capata sfirgitul - il; aminoacidul final, care contine grupa COOH
libera, nu-si schimba denumirea, formind capatul C - terminal.

Asadar, lantul polipeptidic are un schelet cu o structura strictd, repetata si
catene laterale diferite.

Succesiunea aminoacizilor determina structura primara a proteinelor, fiind baza
informatiei genetice. In unele proteine catenele laterale se unesc intre ele cu legaturi
disulfidice, care se formeaza la oxidarea resturilor de cisteina. Alte legaturi covalente in
structura proteinelor nu se intilnesc. Astfel de tip de legatura intre aminoacizi in molecula
proteica l-a stabilit, in 1888, savantul rus A. Danilevschi; dar numai in 1902 E.Fischera
inaintat feoria polipeptidica. Azi stiinta poseda argumente convingatoare ale prezentei
acestei structuri:

1. Analiza roentgenostructurald a permis A
determinarea tabloului re%mti‘giei resturilor de amlj)noacizi N C s C NH,
in lantul polipeptidic si conformatia lui. O O

2. Argumentarca de bazd este posibilitatea de Biuretul
sinteza a proteinelor purificate, precum si a
polipeptidelor cu structurd cunoscuta, care poseda activitate biologica, la fel ca i
proteinele native. :

3. Proteinele, ca si compusul biuret, dau o coloratie albastra-violeta in prezenta
CuSO,, inmediu alcalin, ceea ce e o dovada a prezentei legaturii peptidice.

Fiecare proteind are o structura unica, o succesiune precisa de aminoacizi. In 1953,
Frederic Sanger descifreaza aminoacizii in lanturile polipeptidice ale hormonului - insulina.
Prima datd a fost determinata succesiunea aminoacizilor, stabilindu-se ca aceasta e
determinata genetic. Sinteza tuturor proteinelor din aminoacizi are mecanism similar.

Care este necesitatea determindrii acestor succesiuni in proteine?

Avem posibilitatea de a stabili:

1. Bazamoleculara a activitatii biologice a proteinelor.

2. Principiile ce stau labaza formarii lantului polipeptidic - la actiunea biologici
activa alcatuesc structuri specifice bazale.

8



3. Modificarile in succesiunea aminoacizilor pot conduce la tulburari ale functiei pro-
teinelor 1, in consecintd, la aparitia maladiilor. De mentionat cd modificarea unui singur
aminoacid provoaca tulburdri grave in metabolism. Evolueaza o directie noua in medici-
na - patologia moleculara.

4. Succesiunea resturilor de aminoacizi furnizeaza informatii sugestive despre evolutia
procesului la nivel molecular.

Care sunt principiile de descifrare a succesiunii aminoacizilor?

1. Proteina trebuie sa fie hidrolizata pina la aminoacizi, incalzind-o la 110°C
timp de 24 ore in 6 N HCI. Hidrolizatul e separat prin metoda cromatografiei ionice
cu polisterol sulfonizat. Aminoacizii fractionati se determind prin reactia cu ninhidrina:
o-aminoacizii confera o culoare albastra intensiva, prolina (iminoacid) - galbena.

‘ | L ‘ | 4 HsN—CH—COOH =
"V‘\ (; OH A /A“‘C"f OH £
H oH ! OH
O 0O
Ninhidrina
@)
.
Compusi ——wm - '_C C S0
intermediari ? N C\ /J\/J +C0O, +RCHO + H;
e CH
o 0

Purpura Ruhemann”

Metoda aplicata este deosebit de efectiva. Cantitatea de aminoacizi € proportionala
densitatii optice a solutiei dupa incalzire cu ninhidrind.

Daca cantitatea de aminoacizi este minima, se foloseste fluorescamina. Comparind
rezultatele obtinute cu amestecul standard, determinam compozitia aminoacidica a
proteinei §1 anume: compozitia, nu insa succesiunea aminoacizilor .

2. Procedeul de identificare a terminalelor N si C a fost utilizat de F. Sanger
pentru stabilirea grupei NH, de citre dinitrofluorbenzen, ce reactioneaza cu
NH,, formind compusi (de culoare galbend) ai acestei substante. Legatura e stabild
s se pastreaza la hidroliza legaturn peptidice; compusul e determinat cromatografic.

=0 .



NO, NO,

ik
o} R—CH HF + Hidroliza
NO, | o, ©
O=(C m
Dinitrofluorbenzen IIIH
R—CH
NO |
2 Bt
24-dinitrofenil - derivat
— al polipeptidului
NO, + Gy Asp gqy
Phe Arg
NH

I :
B =L L0
2,4-dinitrofenil - derivat
al restului aminoterminal

Atunci cind aminoacizii constituie cantitati mici, e folosit un alt reagent - clorura de
dabsil, care, reactionind cu grupa NH., confera compusului sulfamidic o culoare intensiva,
fluorescenta.

H,Cy

N N=N SO,Cl 4+ HyN—CH—Cw
H.C” I II
3

CH; O
Clorura de dabsil HC]
CH;
Hldrohza

3C\
—QN N—QSOZ—NII—CH ("3—0' +
Asp Gl
H3 \ GlyPhe p Gly

Dabsil-alanina 3 0 Arg

Determinarea capatului N-terminal prin marcarea cu clorura de dabsil

.



Resturile C - terminale ale catenelor polipeptidice se identificd in felul urmator:
polipeptida se incubeaza cu carboxipeptidaza (COP), care hidrolizeaza legatura
peptidica la capatul C-terminal, compusul fiind determinat cromatografic.
Carboxipeptidaza-A este inactiva la COOH ale argininei, lizinei si prolinei. Carboxi-
peptidaza-B scindeazd COOH ce apartine lizinei §i argininei.

Metoda chimici: proteina se incubeaza cu hidrazina la 100°C, in lipsa apet, rezulta
hidrazide ale aminoacizilor, excluzind COOH-terminal, care ramine liber. Acestaminoacid
este identificat cromatografic.

Unalt principiu consta in scindarea lantului polipeptidic in fragmente, explorind
diferite metode:

a) hidroliza catalitica limitata sub actiunea enzimelor specifice - tripsina (scindeaza
legaturile peptidice formate de grupa COOH a Lys si Arg, indiferent de lungimea si
succesiunea aminoacizilor in lant);

b) metode chimice specifice, de exemplu, bromura cianidica (CNBr) scindeaza
legatura peptidica formatd de COOH a metioninei. Aceastd metoda e prea dificila.

Peri Edman propune metoda de determinare a succesiunii fragmentelor
peptidice sau aminoacizilor. in metoda elaborat de F.Sanger hidrolizatul nu poate fi
folosit dublu din cauza ca peptida se hidrolizeaza complet.

Peri Edman a reusit sa marcheze capatul N-terminal $i scindarea lui de la peptid,
producindu-se fara scindarea altor legaturi peptidice. Metoda consta in scindarea
fiecarui rest de aminoacid din capatul N-terminal. In acest caz se foloseste
fenihizotiocianatul care reactioneaza cu NH., rezultind formarea feniltiohidantoina
compusului: _

N=C=$§ ﬁ‘ _
+ H,N— (IjH— C — Gly—Asp—Phe —Arg—Gly—COO

Fenilizotiocianatul CH;
H S J,PH:"”O
|l :
N—C—NH—CH—CO—Gly—Asp —Phe—Arg—Gly—COO
CH, 'l'
S
I - _
F“f + H,N—Gly—Asp—Phe—Arg—Gly—COO
C\ NH
et
0C H_CH3 Degradarea dupi Edman
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In mediu slab acid are loc disocierea compusului ciclic, iar peptida rimasd e mai mica
cuunrest de aminoacid. Produsul este identificat cromatografic. Degradarea dupa Edman
este repetata. '

In fine, se ajunge la etapa in care succesiunea in fragmente de peptide e clard, darnu
e identificata succesiunea peptidelor insesi. Ultimele se determind dupa suprapunerea
diferitelor segmente de peptide, stabilindu-se astfel segmentele de coincidenta. Se folosesc
s1 alti fermenti ca: chimotripsina (scindeaza legatura peptidica formatd de COOH a
Phe, Tyr si Trp), pepsina etc.

Metodele descrise mai sus se refera la proteinele compuse dintr-un singur lant
polipeptidic, fara prezenta legaturilor disulfidice. In caz contrar, sunt necesare metode
suplimentare. Disociatia a mai multor catene polipeptidice e posibila sub actiunea
detergentilor ca: ureea, hidroclorura de guanidina, care scindeaza legaturile
necovalente, distrugind structura tertiard si cuaternara.

»NHp
H,N—C—NH, HN=C « HCI
I “\NH,
Ureea Hidroclorura de guanidini

Legaturile disulfidice se rup la oxidarea in acid performic, cu formarea resturilor de
acid cisteinic.

: :
NH NH
5 | 0

(|:H— CHy—S—+S—CH,— (|JH - HC?
C=0 C=0 “OOH
g Cistina g ¢ Acid performic
: 3

II\TH I\lJH

([ZH— CH,—SO3H - HO3S—CHy— (|3H

C=0 C=0

§ Acid cisteinic §

Analiza structurald a proteinei poate fi accelerata prin utilizarea secventiatorului
- aparat ce permite determinarea automata a succesiunii de aminoacizi.

Proprietatile functionale ale proteinelor sunt determinate de conformatie, aranjamentul
spatial al atomilor, esentiala fiind succesiunea de aminoacizi, care, de fapt, si stabileste
conformatia proteinei.



La sfirsitul anilor 1930 L.Pauling si R.Corey au inceput explorarea structurii
aminoacizilor siapeptidelor curaze X si au determinat lungimea si unghiul standard ale
legaturilor, ca apoi sa prevesteascd conformatia proteinei. S-a constatat un fapt
important, §i anume: unitatea peptidica poseda o structura planica rigida. Atomul de
hidrogen al grupei NH, ocupa o pozitie trans in raport cu O, a grupei carbonilice
(fig. 1.1).

N - terminal
i

Figura 1.1. Grupa peptidici cu lungimea legaturilor

Legatura dintre carbonul

grupei carbonilice s1 azotul g 0 o-
grupei NH din legitura | _C. ¢, c 0 & g
peptidicd posedd un ¢ Ca N C. N
caracter partial de legatura e i H
dubla. "

S1, deci, rotirea in jurul
acestei legdturi este ingreuiatd. Lungimea ei este de 1,32A, media lungimii dintre
legaturile ordinare C-N g1 legatura dubla C=N. Spre deosebire de cazul examinat,
legatura dintre atomul de C si atomul de C al grupei carbonilice este ordinara. Prin
urmare, in ambele parti ale legaturii peptidice rigide gradul rotirii libere este foarte
mare. Fiecare aminoacid e caracterizat prin unghiurile sale de rotire. Rotirea fata
de aceste legaturi se noteaza prin unghiurile y si ¢ (fig. 1.2).

In concluzie, structura primard nu este
altceva decit succesiunea de aminoacizi in
proteina i localizarea puntilor disulfidice.
Ea reprezinta o caracteristica completa a
legaturilor covalente din proteina.

Figura 1.2. Determinarea unghiurilor vy si ¢
W - caracterizeazd rotirea fatd de legitura ordinara Co-C;
¢ - caracterizeazd rotirea fatd de legdtura ordinaria Co-N
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STRUCTURA SECUNDARA se obtine in rezultatul interactiunii sterice a
resturilor de aminoacizi localizati alaturi in succesiunea liniara.

Unele dintre aceste interactiuni au un caracter reglementat, generind astfel o anumita
periodicitate. Drept exemplu ne serveste o-elicea, structura 3 sau structura in foaie
plisata si spirala de colagen. E posibil oare ca lantul polipeptidic sa obtina o structurd
din portiuni repetabile?

L.Pauling s1 R.Corey, studiind un sir de conformatii potentiale, au elaborat modele
moleculare exacte - una din structurile secundare mai des intilnite si dintre cele mai
avantajoase, luind in considerare rigiditatea geometrica a legaturii peptidice si variatiile
de unghi admisibile, se dovedeste a fi c-elicea (fig. 1.3).

: c verticald

F 1 .SA unghiul
rasucirii 100°

5 A
Figura 1.3. Modelul o -elice orientatd spre dreapta
A - sunt prezentati in elice numai atomii Cog
B - sunt atomii de azot (N) ce formeazd scheletul moleculel; atomii Ca i carbonul carbonilic - C;
C - spirala completd, prin puncte sunt reprezentate legiturile de hidrogen intre NH 5i CO
grupe, ce stabilizeazi spirala

Spirala are forma unui cilindru, rasucit tensionat, lantul de baza formeaza partea
interna a cilindrului, 1ar radicalii (lant exterior) sunt orientati spre exterior, miscindu-se
conform spiralei. Spirala este stabilizata de legaturile de hidrogen dintre NI s1 CO,
grupe ale lantului de baza. Grupa CO a fiecarui aminoacid se reuneste prin legatura de
hidrogen cu NH, grupa aminoacidului situat in succesiune liniara cu patru resturi in
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avans. Deci, toate grupele CO si NH ale lantului de baza sunt unite intre ele prin legaturi
de hidrogen. Pasul elicei contine 3,6 resturi de aminoacizi, adica aminoacizi separati
in succesiuni liniare de 3 - 4 resturi de aminoacizi, fiind amplasati foarte aproape in
structura spiralel. Dimpotriva, aminoacizii aflati la doua resturi diferentd unul de altul,
spatial sunt plasati opus unul fata de altul si, deci, interactiunea reciproca devine imposibila.
Pasul spiralei este de 5,4A (angstrom, unitate de lungime echivalenté cu 0,1 nm, denumiti
astfel in cinstea savantului spectroscopist A. Angstrom). La ficcare rest, aminoacidul
avanseaza pe verticala cu 1,5A. Diametrul acestui bastonas in care se afla atomul C-o
este de 10A. Sensul rasucirii lantului polipeptidic poate fiatit de la stinga la dreapta, cit
si viceversa. Toate cercetarile o-elicel proteinelor se referd la primul tip.

Cota ai-elicei in proteinele studiate pini acum este imens de variabila. In unele
proteine, de exemplu mioglobina st hemoglobina, ¢-elicea sta la baza acestor structuri,
insd proteina chimotripsina e lipsitd de ea complet. Elicele formeaza unele elemente
proteice lungi, ajungind la mai mult de 1000A. Doua si mai bine spirale pot s se rasu-
ceasca ca firele in fringhie groasa. Astfel de structura se numeste superspirala i o gasim
in diferite proteine ca: miozina, keratina, tropomiozina, fibrina $i in alte proteine sanguine
etc. Asemenea structuri indeplinesc unrol mecanic, formind fibre, si sunt caracteristice
pentru proteinele fibrilare. L.Pauling cu R.Corey au prezis aceasta structurd cu 6 ani
inainte dea fi experimental depistata prin metoda analizei R-structurale. A fostdescoperita
o erd noua in biologia moleculara, favorizind posibilitéti de a prezice conformatia lantului
polipeptidic, in cazul in care sunt explorate proprietatile ingredientelor.

Insa nu toate polipeptidele sunt capabile si formeze spirale. Existd aminoacizi
dezorganizatori ai elicei in structura primara. Aceste resturi de aminoacizi impiedica sau
diminueaza tendinta de rasucire elicoidala a unui lant polipeptidic. S-a stabilit ca:

1. Prezenta prolinei intrerupe rasucirea elicoidala a lantului polipeptidic. Atomul de
azot se include in componenta inelului rigid din structura aminoacidului, ce exclude
orice rotire cit de mica in jurul legaturii N-C. Atomul de azot care formeaza legatura
peptidica n-are atom de hidrogen si de aceea el nu-i capabil sa formeze legaturi de
hidrogen intracatenare. in consecintd, structura spiralici se deregleaza intotdeauna acolo
unde e prezent acest aminoacid, formindu-se un cot, o indoire, o incovoiere in lant.

2. Daca in succesiunea aminoacizilor sunt alaturate multe resturi de acid glutamic,
apoi lapH =7 apare o forta de respingere intre grupele carboxilice incarcate negativ,
forta carora e mult mai mare decit fortele stabilizatoare ale puntii de H a spiralei. Din
aceeagi cauza segmentul de catend, cu un numar mare alaturat de resturi ale aminoacizi-
lor ca lizina sau arginina, cu o sarcind pozitiva, nu va avea forma elicoidala.

3. Resturile unor aminoacizi (valina, serina, treonina, izoleucina, asparagina), avind
radicali voluminosi la C-c, confera o oarecare stringere sterica a elicei, servind drept
factori destabilizatori (grupa OH a serinet, treoninei pot forma punti de H). La fel vor
reactiona i resturile de cisteind, care formeaza punti disulfidice covalente. Ele vor lega
rigid pozitiile lanturilor polipeptidice si In vecinatatea acestor regiuni rasucirea elicoloidala
nu mai poate avea loc.

Rezultd ca avem 4 tipuri de limitari care influenteaza asupra conformatiei catenei
polipeptidice:
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1. rigiditatea legaturii peptidice;

2. fortele electrostatice de respingere sau atragere, daca aminoacizii le au in

apropiere;

3. prezenta radicalilor voluminost;

4. prezenta iminoacidului - prolina.

S-astabilit ¢a structura primara consta in succesiunea aminoacizilor in lant, legaturile
covalente peptidice apartinind catenelor. Structura secundard se caracterizeaza prin
conformatia in spatiu a resturilor de aminoacizi in lantul polipeptidic. Exemplu clasic de
.- spirala e o -spirala keratinei ce contine multa cisteind. Dupad cantitatea de Cys se
evidentiaza keratina diferitelor surse. La broasca testoasa, de exemplu, continutul de
Cys este egal cu 18%. Carapacea ei nunumaicaareo duritate excelentd, dar in
conditii fiziologice e insolubila inapa. Globulinele si mai ales albuminele datorita solubilittii
lor in apa, permit formarea unei solutii de 60%.

Care-1 cauza acestei deosebiri? o-keratinele contin aminoacizi care au grupe
hidrofobe localizate pe suprafata exterioard a elicei, ce ocupd o pozitie fixatd si sunt
orientate spre faza apoasi. In proteinele globulare de asemenea avem grupe hidrofobe,
dar ele sunt camuflate, n-au contact cu apa, iar pe suprafata exterioara sunt atasate
grupe hidrofile sau polare.

In acelagi an L. Pauling i R. Corey au descris o altd varianta de structura periodica
- asa-numita [-structurd sau structura in foaie plisata (fig. 1.4).

Antiparalela

Peralcia

Figura 1.4. B— structura

Ea se deosebeste de o -spirala prin:

1. Forma plata, dar nu de bastonas, in fibroina, de exemplu, catenele polipeptidice
sunt localizate paralel una fatd de alta, formind plise i de aceea astfel de structurd se
numeste foaie plisata sau de straturi. Fibroina contine 100 %, iar alte proteine - proportii
variate de asemenea structuri.

2. Distanta intre doua resturi de aminoacizi e de 3,5E (nu de 1,5 cala o-spirala).
Structura-f e stabilizatd prin punti de hidrogen intercatenare, dar nu intracatenare ca la
o-spirald. Radicalii de aminoacizi ies in ambele parti ale structurii-f.

Exista a.si S-keratinele. In  nu se formeaza punti disulfidice intre catene, lanturile
fiind directionate diferit - antiparalel. Structura 3, larindul ei, e determinata de secventa
de aminoacizi in lantul polipeptidic. O conditie obligatorie e ca resturile de aminoacizi sa
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posede grupe mici. Asadar, in fibrinoina matasei majoritatea acestor resturi revine glicinei
si alaninei. Fiecare al doilea aminoacid e glicina. -keratinele apartin tot proteinelor
fibrilare insolubile in apa, dar sunt mai flexibile si mai greu se extind. Periodicitatea
structurii se repeta peste 7A.

Aceste concluziondri rezultd din urmatoarele experimentari:

Daca o-keratina parului este prelucrata cu unele substante si apoi supusa actiunii
aburilor, ca se extinde aproape de 2 ori fatd de lungimea initiala. Radiograma acestei
stari e caracteristica fibroinei, adica isi pierde o-elicea si capata P-structura, ca
rezultat al ruperii legaturilor de hidrogen, ce stabilizau o-spirala. Daca o-keratina se
raceste $1 se ia greutatea respectiva, apoi automat se reintoarce la conformatia de o -
spirald. Procesul e cauzat de faptul ¢a in a-elice radicalul grupelor este mai mare decit
in B -structurd si de aceea ultima conformatie in astfel de compusi e mai putin stabila.
Aceastd proprietate a o -keratinei se datoreaza i prezentei vadite a legaturilor
transversale disulfidice care stau la
baza elasticitatii firelor de par (fig. _ _ ,
1.5). /

Unii aminoacizi destabilizeazd ¢ @ '

: —SH HS- 4 :
structura plisata, printre ei: Glu, Pro, {_5_8_-:’ o ;ﬁ’f ;l? J j ﬁﬂ?;;
Lys, Ser, Asp. Alti aminoacizi | g5 I, . . IL_SHH“‘"{I . I,.L:,;"s‘“
favorizeazd formarea structurii [ geg | i mj HS— A . ¥
plisate ca: Met, Val, Ile. Laws— ¥ Lt BTl g Ve8]

Al treilea tip de structura is—s—,; % F mﬁ_,-': “E vs"‘@@} 3 s"“ﬁ;%
periodica e spirala de colagen. | . B RN T

Aceastd structurd specifica = A ! ; B Y © v D
determind elasticitatea colagenului-  Figura 1.5. Fazele ondulatiei permanente a parului:
componenta de baza a pielii, oaselor. 4 - a-elicea keratf‘nei e s!abi!izaf& fie'!eg‘étm:i d{su’UEdice;
Ca proteind fibrilar el se giseste, ¢y e e St catenes
in conditii diverse, aproape intoate D - oxidarea grupa SH formeazii legiituri transversale noi.
organele, determinind formarea unor
unitati structurale. Fiind insolubil, s-a studiat dificil si numai dupa ce s-a observat ca
colagenul din tesuturile animalelor tinere poate fi extras in stare solubild, deoarece in el
lipsesc legaturile transversale, s-a putut stabili unitatea structurala de baza - tropocolagenul.
Ultimul e alcatuit din trei catene de aceeasi lungime si structura, care pot fi similare la
unele tipuri de colagen. 1/3 din aminoacizi ii revine glicinei, cantitati deosebite constituind
prolina, rar intilnit in alte proteine. Contine hidroxiprolina 1 hidroxilizina. Colagenul are
o regularitate mare in succesiunea aminoacizilor - al treilea rest apartine glicinei. Foarte
des se repeta secvente ca Gly-Pro-Hidroxipro. Spirala de colagen se caracterizeaza
printr-un grad de stabilitate a lungimii, determinat de interactiunile cooperative, adica de
formarea lanturilor multiple care se amplifica reciproc (fig. 1.6).

Christian Anfinsen, studiind ribonucleaza, enzima ce scindeazd RNA, a stabilit un
principiu universal, fudamental in biologia moleculara si anume: succesiunea aminoacizi-
lor determina si conformatia.
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STRUCTURA TRIDIMENSIONALA

Aceasta structura rezulta din inter-
actiunea strictd a resturilor de aminoa-
cizi care in succesiunea liniara se loca-
lizeaza departe unul de altul, acesta fiind
modul de impachetare a lantului poli-
peptidic intr-un volum anumit.

Forta motrice la aparitia acestel
structuri e interactiunea radicalilor ami-
noacizilor cumoleculele de apa. Cu alte
cuvinte, structura e determinata de
marimea, forma, polaritatea acestor ra-
dicali. Anume structura tridimensionala
contine informatia functionald, ce sta-
bileste proprietétile biologice si
informatia nativa a proteinelor.

Un lant polipeptidic adopta, in
madsura in care-1 permite structura sa
primara, configuratii de o-elice, de
[-structura; impachetarea lantului cauta
sa satisfaca si afinitatile radicalilor, ceca
ce fixeaza conformatia ei. Aceasta con-
formatie e un compromis, deoarece nu
se pot realiza toate legaturile posibile,

Figura 1.6. Spirala de colagen

A - spirala tripld, sunt prezentafi atomii Coy

B - conformatia unei catene din triplu, este ilustratd
secvenfa - Gly - Pro - Pro;

C - sectiunea transversali prin modelul de colagen -
trei catene unite prin leg. H, unde Ca e al Gly.

dar acest compromis este cel mai favorabil si cel mai stabil din punct de vedere energetic.

Stabilizarea structurii e determinata de aceleasi legaturi: de hidrogen, electrostatice,
hidrofobe, Van der Waals. Prima proteina, a cérei structura a fost stabilitd, este mioglobina
- proteina ce leaga O, in mugchi. Ea contine in catena polipeptidica 150 aminoacizi §i o

grupare neproteica numita fem (fig.1.7).

Hem

Figura 1.7.Conformatia catenei mioglobinei (A) si a catenei B din hemoglobina (B)
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Scheletul are 8 segmente elicoidale, cel mai lung contine 23 aminoacizi, cel mai scurt
-7 aminoacizi, ce includ aproape 80% din resturile de aminoacizi. Radicalii ocupd aproape
tot spatiul dintre segmente. Molecula e atit de compactd, incit in interiorul ei pot sd se
acumuleze numai 4 molecule de apa.

Regiunile elicoidale sunt separate de segmente neelicoidale la nivelul carora lantul
polipeptidic isi schimbi directia. In aceste puncte finale se posteazi prolina. Interiorul
moleculei e format din aminoacizi cu radicalul nepolar, exceptie fiind doud resturi de
histidina ce leagd hemul.

Grupele polare se afla pe exteriorul moleculet, in alte rasuciri - resturi de serina,
treonind, asparagind: hemul ce contine Fe leaga o molecula de O..

Cum sunt impachetate alte proteine globulare, la fel constituite dintr-un lant
polipeptidic?

Citocrom C - proteina ce contine hem, dar se deosebeste dupa structura secunda-
ra, tertiard, succesiunea de aminoacizi i proprietatile biologice; lizozima - 40% formeaza
structuri elicoidale; ribonucleaza, 1a fel proteina globulara, contine foarte putine o
segmente, majoritatea se gésesc in 3-structuri, dar ca i lizozima contine 4 resturi de
cisteina ce determina duritatea structurii (fig.
1.8, 1.9).

In proteinele ce functioneaza in exteriorul
celulei astfel de legaturi intracatenare disul-
fidice sunt permanente. Fiecare proteina se
caracterizeaza prin structura tridimensionala
proprie doar ei, special adaptatd pentru
indeplinirea anumitei functii biologice.
Proteinele acestei clase sunt mult mai
complexe dupd conformatie decit cele
fibrilare, indeplinesc functii variate i
activitatea lor are un caracter dinamic. In
majoritatea lor proteinele sunt globulare.

Care sunt datele experimentale ce
confirmd ca anume conformatia molecu-

lei e necesard pentru activitatea biologica
Figura 1.8. Scheletul mo{ecm"ei de cimcr{n{x C- F‘n a proteine i?
centru hemogrupa fixatd covalent , mai intensiv 5 ; .
colorat sunt aminoacizii invarianfi 1. S-a constatat ca sub actiunea ureei, la
incalzire, structura scheletului covalent
ramine neschimbata, dar lantul polipeptidic
detine o conformatie neregulata si i5i pierde activitatea biologica.

2. Lacompararea lungumii lantului si diametrului spiralei cu marimile reale ale proteinei
se constatd ca un lant polipeptidic din 584 aminoacizi are in 3-structura o lungime de
200 nm si grosime de 0,5 nm, in ¢-spirala - 90 nm lungime si grosimea de 1,1 nm,
globula acestui lant se cuprinde in lungimea de 13 nm si diametrul de 3 nm. Asadar,
lantul polipeptidic al albuminei este foarte bine impachetat, in caz contrar nu ar indeplini
functia necesara.
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Modul de impachetare a catenelor poli-
peptidice in proteinele globulare intr-o glo-
bula sterica e structura tertiarda. La forma-
rea acestet structuri se evidentiaza centrele
active, locusurile de fixare si identificare a li-
ganzilor ce determina functia proteinelor.

Concluzie: Daca structura secundara e
determinata de interactiunea resturilor de
aminoacizi in segmentele apropiate, apoi
cea tertiara - de interactiunea lor din
segmentele departate. Un rol deosebit il are
§i interactiunea R-grupelor catenelor
invecinate.

b O anumita importanta structurala in lanturile

ik, 3. Mottt sptial o melect . polipeptidice an aminodcisii invarianyi e

polizaharidic. Lizozima e o moleculd foarte OCUPfi 0 pozitie standard in lﬁnF, indiferent de

compacta specia organismului respectiv (sursa proteinet).
Acestia se grupeaza la unghi, in locul fixarii grupelor prostetice.

La o ricire lentd a solutiei proteice sau la evoluarea pH spre normal, proteina isi
restabileste functia biologica (renaturatie), fapt ce confirma ca informatia necesara pentru
impachetare ¢ determinata de structura primara. Proteina se impacheteaza nu chiar simplu,
de exemplu: ribonucleaza in care se formeaza 4 punti disulfidice 1n aceleasi pozitii ca i in
cea nativa, teoretic, din 8 resturi de aminoacizi se pot forma 105 variante, dar se for-
meaza numai una. Structura tertiara nu-i rigida absolut, se caracterizeaza printr-un grad
de fluctuatie locald si o anumita elasticitate. De exemplu, moleculele enzimei la legarea
substratului isi schimba conformatia.

Proteinele se formeaza din aminoacizi, cu o viteza mare. Proteina compusa din 100
aminoacizi in 5 sec. i capatd conformatia finala. Dar daca s-ar cauta toate variantele, ar
fi nevoie de 10° ani. Procesul de asamblare are loc momentan, cu un grad mare de
cooperativitate. Accasta inseamna ca daca s-a impachetat un segment mic, apoi
instantaneu creste probabilitatea aranjarii celorlalte segmente.

Dupa unele scheme structurale la nivelul organizdrii tertiare a moleculelor proteice, in
planul de asamblare e inclus un concept nou, care faciliteaza perceperea perfecti a
raporturilor dintre structurd si functie, a organizarii pe domenii structurale. Prin cuvintul
domeniu se subinteleg regiunile compacte cu organizarea tertiara relativ rigida, separate
intre ele de catre segmentele mai putin organizate, care permit miscarea unui domeniu
fata de altul (fig. 1.10).

Fiecare domeniu structural e responsabil de o anumita functie a proteinei. Gradul de
flexibilitate a domeniilor variaza de la migcari mai ample la altele mai restrinse, in
dependentd de natura segmentelor interdomeniale. Domeniile se asociaza cu functiile de
legaturd. Centrele active ale enzimelor sunt situate intre domenii care isi schimba pozitia
unul fata de altul in procesul functionarii biologice a proteinei. O alta proprietate foarte
importantd: domeniile cu structuri si proprietati similare sunt prezente in diferite proteine,
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exercitind roluri asemanatoare.

Multe proteine sunt alcatuite din mai
multe lanturi polipeptidice si se numesc
proteine oligomere (hemoglobina e
constituita din patru lanturi §i patru grupe
prostetice cu atomii sai de Fe) (fig.
L1713

Fiecare lant (20 i 23) are structura
sa tertiara, ocupa pozitia de tetraedru
unul fata de altul, formind in ansamblu
structura cuaternard. Catena o, con-
tacteaza cu 3, interactiunea dintre ele (ct-
o si -B) fiind minima. Hemoglobina
animalelor are aproape aceeasi structu-
rd tertiara si cuaternara, avind mult in
comun cu structura mioglobinel, aceleasi
functii. Cu certitudine, in cadrul

Figura 1.10. Imaginea schematica a unei
proteine compuse din 2 domenii. Centrul de fixare a
ligandului se afld intre domenii

succesiunii aminoacizilor, proteinele omoloage contin un rind de resturi de aminoacizi
nvarianti, 9 aminoacizi ocupa aceeasi pozitie; e aceeasi histidina distala gi proximald, e la
fel de reprezentativ si interiorul nepolar al structurii. _
Modul de asociere in spatiu a protomerilor - moleculelor oligomere - se atesta
ca structurda cuaternard. La o asemenea proteind functia specifica se manifesta
numai la nivelul structurii cuaternare, protomerii separafi sunt neactivi. Asamblarea
subunitatilor se realizeaza prin forte slabe necovalente si asocierea devine stabila daca
suprafetele de contact (ale domeniilor) sunt complementare, iar un numar cit mai mare

de atomi se apropie de nivelul razelor
Van der Waals. Complementaritatea
asigurd un grad inalt de exactitate gi de
specificitate a structurii cuaternare.
Interactiunea prin suprafetele de con-
tact reprezintd fenomenul de coopera-
re, adicd primele interactiuni favorizeaza
formarea celorlalte. Structurile
cuaternare permit functionarea unor
mecanisme fine de reglare a activitatii
proteinelor (forma T - tensionata si R -
relaxatd). Perturbatia are loc la nivelul
unui protomer (Fe iese la 0,6 A din
planul hemului, la oxidare intra un plan -
histidina proximala avind 15 contacte,
modifica conformatia oligomerului, re-
structureaza spirala si unghiurile ei) (fig.
1.12).

Figura 1.11. Modelul hemoglobinei
B-catene sunt colorate mai intensiv; Q-catene sunt
celelalte; h - hemul in molecula (dupa M. Perutz)
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Figura 1.12. Modificdrile conformationale induse de deplasarea Fe la oxigenare. Structura
oxigenatd e coloratd mai intensiv decit cea dezoxigenatd

Majoritatea proteinelor oligomere studiate, de reguld, au un numar pereche de pro-
tomeri, situati bilateral simetric. Moleculele proteice nu sunt rigide, au o anumita flexibi-
litate i manifestari diferite: de la miscari simple in jurul legaturilor ordinare pind la fluctua-
tii respiratorii. La formarea compusilor flexibilitatea scade. Vibratiile moleculare joaca
un rol deosebit in procesul de depistare si stabilizare a starii tranzitorii.

FOLDINGUL. PROBLEMA IMPACHETARII SPECIFICE
A LANTULUI POLIPEPTIDIC

Au trecut mai mult de 40 de ani de la descoperirea stiintifica a lui C. Anfinsen, dar si
acum sute de savanti studiaza problema impachetarii specifice a lantului polipeptidic.

S-adovedit cd a prezice conformatia proteinei in baza succesiunii de aminoacizi (tinind
cont de proprietatile lor, de solubilitatea in apa) nu e atit de simplu. Problema are si
aspect practic: paralel cu dezvoltarea biotehnologiei si in baza reconstruirii genelor se
poate asigura sinteza noilor proteine.

S-a stabilit ca la impachetarea unor proteine imense iau parte si proteinele mult mai
micl, numite ciaperonine, ce se intilnesc in bacterii, citoplasma celulelor eucariote, matrixul
mitocondrial. Sunt compuse din 2 elemente ce apartin diferitelor familii proteice - Hsp
60 (Gro EL) si Hsp 10 (Gro ES), mai substantial sunt studiate ciaperoninele la E.coli.

Gro EL e constituit din 14 subunitati identice, protomeri cu masa moleculara 57 kDa
(548 resturi de aminoacizi), fiecare aranjati simetric cite 7. Analiza roentgenostructurala
a descifrat structura spatiala a complexului. Fiecare protomer e compus din 3 domenii -
eucatorial, apical si intermediar.
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Gro ES (co-ciaperoninele) sunt compuse din 7 protomeri identici aranjati simetric,
masa moleculard a protomerului e de 10 kDa si contine 97 resturi aminoacide. Structura
spatiala a protomerului prezinta un nucleu de 3-structura pliantd inconjurata de mici
structuri de a-elice (fig.1.13).

Fiecare protomer in ciaperonine poate fixa cite o molecula de ATP. Au fost
determinate locusurile functionale, unde are loc fixarea ATP, a polipeptidului substrat si
a Gro ES in Gro EL. Sunt constatate particularitatile ciclurilor reactibile in ciaperonine la
formarea complexului activ functional si fixarea substratului polipeptidic. Sunt propuse
diferite modele ale complexului, posibilele mecanisme de functionare si asamblare a
proteinelor prin ciaperonine.

Complexul ciaperoninelor posedd activitatea ATP-azicd, se presupune ca complexul
functional activ e obligat sd asigure conditiile cinetice primare pentru asamblarea proteinei
in afara ribozomului, in portiuni mai indepartate in citozolul celulei. S-a constatat ca
formarea complexului activ necesita ionii de K*. Sunt date experimentale ce confirma ca
in vivo asamblarea lantului polipeptidic in proteina activa are loc cotranslational, adica
inacelasi timp cu sinteza lantului in ribozom.

Cum are loc procesul de autoimpachetare a proteinelor?

Lanturile polipeptidice desfasurate sau proaspat sintetizate sunt numite ghemuri
dezordonate. Studiul asupra proteinei denaturate a stabilit ¢ in interiorul et apar regiuni
rasucite, asociate intr-un mod anume si diferite de intreaga molecula. Aceste substructuri
(subdomenit) sau numai unele dintre ele sunt nestabile, fluctuante, servind in calitate de
detonant (fitil), in jurul carora se formeaza regiuni stabile structurale.

Despre starea denaturata a proteinei se stie mult mai mult decit despre cea desfa-
suratd. Una din primele legitati ale impachetarii consta in faptul cd contactul dintre
moleculele de H,O si aminoacizii hidrofobi trebuie, pe cite posibil, sa fie minim. A
doua legitate: globula proteica urmeaza sa fie impachetatd compact, insa spatiul ci
trebuie sa fie umplut astfel incit atomii invecinati sa nu se intercaleze.

La momentul actual se disting doud conceptii:

Prima, mai putin pronuntatd, este cea care presupune ca lantul polipeptidic
colapseaza rapid pina la dimensiunile finale ale globulei, cu iesirea aminoacizilor hidrofobi
din contactul cu apa. In starea dati molecula se reorganizeazi rapid, cipatind proprietitile
ei de structura secundara si tertiara (datele experimentale confirma aceasta teorie).

A doua conceptie, mai reusita, stabileste ca lantul polipeptidic desfasurat foarte
rapid formeaza segmente constante, limitate de structura secundara. Ele interactio-
neaza §i temporar se realimenteaza reciproc. Segmentele stabilizate, microdomentile
respective transforma conformatia moleculei proteice in directia organizarii supreme
prin asociere cu alte segmente, favorizind contactele dintre segmentele indepartate.
In stadiile tranzitorii se formeazi intermediate, structuri ce pot fi determinate foarte
greu, dat fiind existenta lor de scurta durata.

Caracteristica structurilor vizate:

a) au dimensiuni mai mari decit molecula nativa si poseda elemente formate de structura
secundard;
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Figura 1.13. Ciaperoninele in foldingul preteinelor:
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(a) mecanismul de actiune a ciaperoninelor £.coli GroEl (apartine familiei proteinelor Hsp60) si
GroES. Fiecare complex GroEL posedai 2 site-uri formate din 2 inele heptamerice (masa
moleculari egali cu 57 000 Da). GroES este, de asemenca, heptamer (masa moleculari egali cu 10
000 Da) si poate bloca unul din site-urile GroEL.
(b) suprafata i sectiunea complexului GroEL/GroES. In imaginea sectiunil se vede spatiul intern al
complexului, in interiorul cruia se amplascazi alte proteine.
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b) savantii au desfagurat proteina nativa si apoi au realizat impachetarea, oprind-o la
diferite etape; au identificat intermediatele dupa formarea legaturii S-S, ce apareau in
procesul de impachetare §1 apoi dispareau pe neobservate in molecula nativa.

S-a demonstrat cd unele fragmente formeaza asociatii temporare, altele stabile,
s1 se pastreaza in globula nativa, avind un rol fundamental la initierea procesului de
impachetare a lantului. Intermediatele au fost studiate prin metoda izotopilor.
Hidrogenul din grupele peptidice a fost inlocuit cu deiteriu prin incubatia lantului
polipeptidic in apa grea. Apa grea substituita apoi cu cea obisnuita favoriza includerea
hidrogenului in legaturile neformate, i in continuare, procesul avansa pina la finisarea
deplina. Identificarea regiunilor cu deuteriu a developat fragmentele moleculelor ce
se impachetau 1n primul rind. Asa s-a stabilit consecutivitatea formarii intermediatelor.
S-a confirmat ca in citocromul C are loc asocierea primara a doua spirale in capetele
opuse ale lantului polipeptidic. in ribonucleaza, la inceput, se formeazi p-structura
situata in centrul moleculei.

Impachetarea poate fi determinata si prin metode matematice, cu utilizarea functiei
energiei potentiale. In computer se introduc valorile in cifre care caracterizeaza fortele
de atractie intre perechile de atomi ai moleculei din lanturile polipeptidice. Apoi se
iau coordonatele atomilor la care energia totald a moleculei se micsoreaza pina la
minim (in eventualitatea ca structurile finale au energie minima). Studiile recente
elucideaza posibilitatea precizarii structurii tertiare dupa succesiunea aminoacizilor.
O serie de investigatii confirma faptul ca pentru impachetare sunt necesari factori
spatiali si interactiune hidrofoba. Rolul diferitelor forte variaza de la o proteina la
alta. E posibil ca fortele electrostatice joaca unanumitrol la stabilizarea conformatiei
finale, dar nu si la formarea ei.

Rezultanta finala a foldingului este conformerul nativ ce poseda activitate biologica.
Un domeniu cu o structura stabild secundara care se formeaza primar, comparativ cu
cealaltd parte a moleculei, e numit foldon.

Asamblarea proteinelor se considera un proces fizic de o valoare biologica deosebita.
Modelarea computerizata a procesului confirma cd asamblarea demareaza de la lantul
desfasurat care fluctueaza mult timp fara formarea unor contacte native esentiale. Apoi
lantul atinge intimplator starea in care persista un ansamblu de contacte native. Dupa
aceasta situatie, procesul de asamblare decurge foarte rapid pina la starea finala - formarea
structurii native.

Se considera cd un pas-limita in asamblarea acestor catene este formarea primara a
unui complex de contacte native (nivelul asamblarii), care, fulgeritor, influenteaza toata
molecula. Acest nucleu nu e identic cu starile intermediare. S-a consolidat ideea ca:

a) asamblarea incepe cu formarea unui complex determinat de contacte native;

b) resturile ce se ihclud in acest nucleu sunt aranjate la diferite distante in lant.

Studiile au stabilit ca nucleul asamblarii este constituit din resturi nefunctionale
mai conservative - proteinele legate evolutiv poseda 2 complexe de resturi
conservative: unul pentru centrul functional si altul pentru nucleul de asamblare.

Asamblarea conform conotatici «totul saunimic» corespunde mecanismului nucleatiei
s1 cresterii §i ¢ tipica pentru proteinele foarte mici. Asamblarea proteinelor majore trece
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prin stari intermediare. Una dintre ele este si globula in fuziune ce se caracterizeaza prin
stare intermediard compacta cu structura nativa asemanatoare, dar fard structura tertiara
rigida, prin lipsa de cooperativitate la temperatura de topire si miscérile intramoleculare
rapide. O stare asemintoare e proprie $i intermediatelor.

S-ademonstrat ¢i in globula in fuziune, molecula proteica pastreaza unele particularitati
ale topologiei native (aranjarea reciproca a 0. i 3 structuri), aranjarea rigida a catenelor
proteice. Aceasta clasifica globula ca infermediat intre catena desfagurata si starea
nativd, stare termodinamica intre cele doua. Se presupune ca molecula proteica poate
exista in trei stari: nativa, globula in fuziune si cea desfasurata.

S-a stabilit cd globulele in fuziune, genetic, sunt un intermediat universal pentru
asamblarea proteinelor.

Asadar, prin folding se subintelege aranjarea spatiala corecta de novo a catenei
proteice, iar refoldingul presupune aranjarea spatiala dupa denaturare.

Studiile contemporane confirma cé proteinele auxiliare pot fi impartite in 2 grupe:
ciaperonine moleculare si enzime. Prima grupa constituie o clasd functionala de
proteine neomogene, care favorizeaza asamblarea corectd necovalenta a altor structuri
polipeptidice in vivo, nefiind componente ale acestor structuri organizate, ce 1i indeplinesc
functiile biologice. Sunt evaluate multe proteine cu functii aseméanétoare - proteinele socului
termic formeaza o grupa mare de ciaperonine.

Enzimele denumite foldaze catalizeaza modificarile covalente, strict necesare la
formarea conformatiilor native functionale ale diferitelor proteine. Deocamdata sunt
identificate 2 enzime ca foldaze - proteindisulfid izomeraza (PDI) ce catalizeaza formarea
legdturilor native disulfidice si peptidil-prolil-cis-trans-izomeraza (PPI) ce catalizeaza
izomerizarea unor legaturi stabile trans-peptidil-prolil in cis-conformatie, necesare pentru
asamblarea functionald a proteinelor. Ambele sunt reactii covalente, reactii-limite in etapele
foldingului proteinei corespunzatoare. Procesul de Folding si formarea disulfidelor native
sunt procese strins legate intre ele si decurg simultan.

S-a constatat ca PDI prezinta nu numai o izomeraza ce catalizeaza formarea legaturii
disulfidice in peptidele sintetizate, dar si o ciaperonina moleculard, ce participa la procesul
foldingului catenelor. Activitatea ciaperoninica nu e dependenti de cea izomerazica.
Functionind ca foldaza in procesul de folding, este necesara atit activitatea izomerazica,
cit §1 cea ciaperoninica.
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