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Secvențe de aminoacizi și baze de date cu secvențe

16.03.2026 Proteomică – Curs VI

Multă vreme s-a considerat că stabilirea secvenței numărului, naturii şi succesiunii
resturilor de aminoacizi, sau, pe scurt a secvenței de aminoacizi a unei proteine este
imposibilă. Apariția în 1950 a lucrării lui Edman P. a pus bazele metodelor de secvențiere
a catenelor de aminoacizi și apariția secvențiatoarelor de peptide. Frederick Sanger este
cel care, în 1953 reușește să secvențieze pentru prima dată în istorie o proteină –
insulina și primește premiul Nobel pentru acest lucru.

În prezent, metodele de de stabilire a secvenței de aminoacizi a unei proteine sau
peptide se clasifică în două două categorii distincte:

1. Metode experimentale ce implică izolarea/purificarea proteinei de interes –
degradarea Edman (Lehninger, editia 7, pag. 98-100) și spectrometria de masă;

2. Metode in-silico, bazate pe cunoașterea prealabilă a secvenței de nucleotide și realizarea cu ajutorul calculatorului
a procesului de transcriere/traducere a informației genetice. Acizii nucleici pot fi secvențiați în prezent prin
numeroase metode ce se clasifică în:
- metode derivate de la metoda chimică a lui Maxam şi Gilbert;

Frederick Sanger - 13 August 1918 – 19 November 2013

- metode derivate de la metoda enzimatică a lui Sanger (același Frederick Sanger ca cel de sus, 
primește al doua oară premiul Nobel în 1980);
- metode de ''nouă generaţie (next-gen)'' sau mai corect metode de secvențiere în masă (high
throughput) – pirosecvenţiere, ion-torrent, etc.
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Degradarea Edman 
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acid
toC

Fenil-izotiocianat Aac N terminal este marcat Aac N terminal este 
clivat și poate fi 
identificat prin 
cromatografie

Peptida are un 
aminoacid în minus

Etapa I Etapa II

Metoda Edman sau metoda degradării Edman - are la bază reacția Edman ce constă în marcarea 
aminoacidului N terminal cu un cromofor specific, clivarea și identificarea lui. 
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Degradarea Edman 
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1. Stabilirea aminoacizilor ce intră în alcătuirea proteinei precum și a raportului molar dintre 
aceștia – legăturile peptidice se hidrolizează cu HCL și aminoacizi rezultați sunt identificați prin 
HPLC sau cromatografie în strat subțire; 

2. Stabilirea numărului de peptide din structura proteinei – se realizează o reacție Edman folosind 
1-fluoro-2,4-dinitrobenzen (FDNB) și se hidrolizează proteina cu HCL, numărul de aminoacizi 
derivați rezultați indică numărul de capete N-terminale existente;

3. Reducerea legăturilor S-S și clivarea cu agenți proteolitici cu specificitate cunoscută - se 
generează peptide de dimensiuni convenabile într-o manieră predictibilă;

Prin repetarea reacției Edman pe peptida scurtată în prima reacție se poate stabili aminoacidul 
următor.  Reacția Edman poate fi astfel folosită în mod secvențial, pentru a identifica unul câte unul 
fiecare aminoacid dintr-o secvență peptidică. Randamentul reacției nu este însă 100%, astfel încât 
prin folosirea repetată a reacției Edman se pot stabili primi aproximativ 30-40 aminoacizi dintr-o 
proteină. 
În cazul proteinelor de dimensiuni mari, procesul de secvențiere Edman constă în parcurgerea 
următoarelor etape:

4.    Secvențierea folosind reacția Edman cu 
fenil-izotiocianat a tuturor peptidelor obținute;
5.    Asamblarea secvenței peptidelor rezultate 
pentru a obține secvența proteinei inițiale.
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Degradarea Edman 

16.03.2026 Proteomică – Curs VI

Stabilirea aminoacizilor

Stabilirea numărului de peptide 
Reducerea legăturilor S-S

Clivarea cu agenți proteolitici

Secvențierea folosind reacția 
Edman cu fenil-izotiocianat

Asamblarea secvenței peptidelor rezultate 
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Metode in-silico stabilire a secvenței proteinelor (peptidelor)
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Dogma centrală a biologie moleculare postulează că fiecare tripletă de nucleotide (codon) din ADN codifică câte 
un aminoacid (exceptând codonii STOP), corespondența codon-aac fiind dată de codul genetic. În principiu, dacă 
se cunoaște secvența unei gene, stabilirea secvenței de aminoacizi codificată este o chestiune simplă – se găsește 
corespondența aminoacizilor pe baza codonilor din molecula de ARNm generată. 

ADN ARN Polipeptide
Informaţie Informaţie

Secvenţă de nucleotide
(A;T;G;C)

Secvenţă de nucleotide
(A;U;G;C)

Transcriere
(transcripție)

Traducere
(translație)

Secvenţă de aminoacizi

Inform
aţie Complementaritatea

nucleotidelor
Codul genetic

Proprietățile codului genetic?
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Metode in-silico stabilire a secvenței proteinelor (peptidelor)
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5' AUGGCUAGGGCCGCAAGGGAAAUGGAGAGGGAAUAA 3'

5' ATGGCTAGGGCCGCAAGGGAAATGGAGAGGGAATAA 3'
3' TACCGATCCCGGCGTTCCCTTTACCTCTCCCTTATT 5'

ADN

ARNm

Catenă polipeptidicăM A R A A R E M E R E STOP
START

Catenă sens (+) - direct

Catenă antisens (-) - reverseTranscriere

Traducere

Pentru a putea stabili secvența unei proteine plecând de la secvența de ADN a genei codificatoare este 
necesar elucidarea următoarelor aspecte: 

1. Care din cele 2 catene ale moleculei de ADN codifică informația genetică?

5' UUAUUCCCUCUCCAUUUCCCUUGCGGCCCUAGCCAU 3'

ARNm complementar cu 
catena antisens, aceeași 
secvență cu catena sens

conține informație - are sens

ARNm complementar cu 
catena sens (inversata 

directia!!!), aceeași secvență 
cu catena non-sens 

nu conține informație bună–
este non-sens

L F P L H F P C G P S HCatenă polipeptidică

Mesajul genetic este codificat pe catena sens din ADN, dar catena copiată în ARNm este cea antisens.
ARNm are aceeași secventă cu catena sens, dar T este inlocuit de U. 
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Metode in-silico stabilire a secvenței proteinelor (peptidelor)
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2. Care este prima nucleotidă a primului codon – cadrul de lectură – de unde începe traducerea informației 
genetice?

5' AUGGCUAGGGCCGCAAGGGAAAUGGAGAGGGAAUAA 3'

M A R A A R E M E R E STOP
START

Pe molecula de ARNm (și corespunzător catena sens) există 3 posibilități de a citi informația genetică – 3 cadre de 
lectură diferite: 
Incepând cu nucleotida 1:

Incepând cu nucleotida 2:

W L G P Q G K W R G N

5' AUGGCUAGGGCCGCAAGGGAAAUGGAGAGGGAAUAA 3'

5' AUGGCUAGGGCCGCAAGGGAAAUGGAGAGGGAAUAA 3'

Incepând cu nucleotida 3:

G * G R K G N G E G I

Pe o molecula de ADN dublu catenar există 6 posibilități de traducere a informației genetice: 3 cadre 
de lectură pe o catenă și 3 cadre de lectură pe cealaltă catenă 
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Transcriere si traducere in-silico - Sequence Manipulation Suite 2
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https://mail.uaic.ro/~marius.mihasan/research/mirrored_sites_tools/sms2/index.html
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Avantaje

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

1. Metode experimentale de 
elucidare a secvenței 
proteinelor (peptidelor)

a. Degradarea Edman

b.   Spectrometria de masă 

Extrem de rapidă
Necesită cunoașterea prealbilă a 
secvenței de ADN
Nu întotdeauna secvența unei gene 
este complet tradusă în catena 
polipeptidică (exoni vs introni)
Nu identifică aminoacizii modificați și 
cei mai putin comuni.

Necesită purificarea prealabilă a 
proteinei de interes

Timp de lucru scurt
Costul de achiziție al 
instrumentelor

Secvențiază strict proteina 
exprimată, poate identifica 
și aminoacizi mai putini 
comuni

Dezavantaje
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Secvențe de aminoacizi și baze de date cu secvențe
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Majoritatea covârșitoare a secvențelor proteice cunoscute în prezent provin din secvența de nucleotide prin
treducere cu ajutorul calculatorului, adică in-silico. Acest lucru se explică prin faptul că:

A. Acizii nucleici pot fi foarte ușor și relativ ieftin produși în laborator. Dacă molecula ADN de secvențiat izolată
este într-o cantitate foarte mică, ea poate fi amplificată in vitro cu ajutorul unor oligonucleotide amorsă potrivite
și a ADN-polimerazi prin reacția PCR. În prezent, o asemenea reacție in vitro nu este posibilă pentru peptide sau
proteine. De asemenea, procesul de purificare și izolare a moleculelor de ADN este aplicabil pentru pentru orice
moleculă de ADN, indiferent de secvență sa, dar în cazul proteinelor nu există o metodă de purificare
„universală”, ci trebuie adaptată funcție de proprietățile proteinei de secvențiat.

B. Costurile de secvențiere a acizilor nucleici sunt semnificativ mai mici decât pentru secvențierea peptidelor.

Secvențierea genomului uman  - 3 bilioane baze – 10 ani (1990 -2000) - ~2.7 bilioane $
Secvențierea unui genom uman în 2006 - ~6 bilioane baze - ~14 milioane $
Secvențierea unui genom uman în 2015 - ~6 bilioane baze - ~4000 $
Secvențierea unui genom uman în 2016 - ~6 bilioane baze - ~1000 $
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Secvențe și fișiere cu secvențe
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O secvență, fie că este ADN, ARN sau aminoacizi poate fi reprezentată ca o înșiruire de litere (cei 20/22 de 
aminoacizi notați cu o literă pentru proteine). Pentru a se putea manipula și procesa ușor cu ajutorul computerelor, 
secvențele  de nucleotide sau aminoacizi se stochează sub forma unui  fișier text, în care, alături de secvența 
propriu-zisă, sunt incluse și o serie de informații accesorii  precum specia de la care provine secvența, gena, 
cromozomul, lucrarea în care este descrisă secvența. Modul în care sunt incluse aceste informații alături de 
secvența propriu-zisă reprezintă formatul sau standardul unui fișier cu secvențe.

>gi|5524211|gb|AAD44166.1| cytochrome b [Elephas maximus maximus]
LCLYTHIGRNIYYGSYLYSETWNTGIMLLLITMATAFMGYVLPWGQMSFWGATVITNLFSAIPYIGTNLV
EWIWGGFSVDKATLNRFFAFHFILPFTMVALAGVHLTFLHETGSNNPLGLTSDSDKIPFHPYYTIKDFLG
LLILILLLLLLALLSPDMLGDPDNHMPADPLNTPLHIKPEWYFLFAYAILRSVPNKLGGVLALFLSIVIL
GLMPFLHTSKHRSMMLRPLSQALFWTLTMDLLTLTWIGSQPVEYPYTIIGQMASILYFSIILAFLPIAGX

Fișierul FASTA

De-a lungul timpului au existat un număr mare de variante de fișiere/formate create 
pentru a înregistra secvențe, însă fișierul/formatul FASTA este cel ce s-a impus. Inițial, acest 
format de fișiere a fost propus cu denumirea  FASTA/Pearson ca parte a suitei de programe 
de aliniere și comparare a secvențelor FASTA. Denumirea programuluii provine de la 
FAST-All, autorii dorind să atragă atenția că programul propus poate alinia foare repede 
toate tipurile de secvențe, atât de aminoacizi, cât și de baze azotate.

Scăderea con_nuă a costurilor de secvențiere a condus la acumularea unor can_tăți uriașe de informații sub
formă de secvenţe de nucleo_de şi, bineînțeles, de aminoacizi. A fost as`el necesară dezvoltarea unor modalități de
stocare computerizată a acestor informații, în așa fel încât datele să fie ușor prelucrate atât de cercetători cât și de
computere. Au apărut as`el fișiere cu secvențe precum și baze de date specializate în colectare și stocarea acestora.

Un fisier FASTA tipic
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Fișiere FASTA  - fișiere cu secvențe

- un fișier text ce poate avea sau nu una din extensiile .fasta .fna, .ffn, .faa, .frn;
- conține secvențe de proteine sau de aminocizi stocate conform standardului FASTA:
Elementele formatului FASTA:

A.primul rând de text, marcat cu “>“ (mai mare) conţine o serie de informaţii cu caracter opţional, - specia sau 
denumirea genei (proteinei);
B.următoarele rânduri conţin secvenţa propriu-zisă, în care nucleotidele/aminoacizii sunt reprezentați folosind 
codul standard IUPAC cu o singură literă; 
C.fiecare rând al secvenței are în general 80 de caractere (nu mai mult de 120)

A  adenozină
T  timină
C  citidină 
U  uracil 
G  guanină
N  A/G/C/T (oricare)
K  G/T (keto) 
S  G/C (strong)
Y  T/C (pYrimidine) 
     

M  A/C (amino)
W  A/T (weak)       
R  G/A (puRine)        
B  G/T/C      
D  G/A/T            
H  A/C/T      
V  G/C/A      
-  spaPu de dimensiune 
intermediară

A  alanină      P  prolină       
B  aspartat/asparagină Q  glutamină      
C  cistină               R  arginină      
D  aspartat  S  serină      
E  glutamat  T  threonină      
F  fenilalanină  U selenocisteină
G  glicină                V valină        
H  histidină             W  triptofan        
I  isoleucină             Y tirosină
K  lisină                 Z  glutamat/glutamin
L  leucină                X  oricare
M  metionină  * stop
N  asparagină     -  spațiu

Standardul IUPAC pentru notarea nucleotidelor și 
aminoacizilor 

Fișierul FASTA
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Fișiere FASTA  - fișiere cu secvențe

D. O secvență de nucleobde este notată în direcția 5' → 3‘ : prima literă de pe primul rând corespunzător secvenței 
este nucleo_da 1 și are o grupare PO4 liberă, ul_ma literă de pe ul_mul rând are gruparea OH 3´ liberă. Moleculele 
circulare se reprezentate linear, prima nucleo_dă fiind cel mai frecvent originea de replicare;
E. O secvență polipeptdică este notată în sensul sintezei, de la capătul N terminal spre cel C terminal; prima literă 

din primul rând reprezintă aminoacidul 1 din secvență - aminoacidul N-terminal; ul_ma literă reprezintă 
aminoacidul C-terminal; 
F. Poziția literelor poate fi sau nu numerotată; în cazul în care literele din secvență sunt numerotate, numeroatarea
se face la începutul fiecărui rând și se include un spațiu după fiecare a 10-a literă.
G. Literele ce desemnează secvența pot fi sau nu scrise cu majuscule; indiferent de _pul de scriere, semnificația 
este aceeași;
H. Unele programe nu acceptă caracterul ‘–’ (spațiul în secvență) se indică cu un sir de N pentru nucleo_de sau X 
pentru aminoacizi; spațiul între litere este ignorat;

>secventa peptidica necunoscuta 1 fara numere
QIKDLLVSSSTDLDTTLVLVNAIYFKGMWKTAFNAEDTREMPFHVTKQESKPVQMMCMNNSFNVATLPAE
KMKILELPFASGDLSMLVLLPDEVSDLERIEKTINFEKLTEWTNPNTMEKRRVKVYLPQMKIEEKYNLTS
VLMALGMTDLFIPSANLTGISSAESLKISQAVHGAFMELSEDGIEMAGSTGVIEDIKHSPESEQFRADHP
FLFLIKHNPTNTIVYFGRYWSP

>secventa peptidica necunoscuta cu numere 
1   qikdllvsss tdldttlvlv naiyfkgmwk tafnaedtre mpfhvtkqes kpvqmmcmnn
61  sfnvatlpae kmkilelpfa sgdlsmlvll pdevsdleri ektinfeklt ewtnpntmek
121 rrvkvylpqm kieekynlts vlmalgmtdl fipsanltgi ssaeslkisq avhgafmels
181 edgiemagst gviedikhsp eseqfradhp flflikhnpt ntivyfgryw sp

Cum scriu secventele?
- Cu font monospatiat

TNR
Courier New
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Baze de date cu secvențe

O bază de date cu secvențe reprezintă o colecție de secvențe de acizi nucleici sau aminoacizi ce au fost
stabilite experimental și care au fost depozitate în formă digitalizată pe un server central într-un format tip specific.
Secvențele sunt trimise în bazele de date de către cercetători ce au la dispoziție instrumente de secvențiere. Fiecărei
secvențe i se alocă un identificator unic – ID – o combinație unică de litere și cifre ce poate fi folosită pentru a regăsi
fără echivoc secvența în respectiva bază de date.
În general, înregistrate unei secvențe în bazele de date precum și accesarea bazelor de date cu secvențe este gratuit.

Baze de date cu secvențe

Bază de date Site web Dimensiune *
Baze de date cu secvenţe

INSDC http://www.insdc.org/ 206 293 625 secvenţe
Aceste baze de date sunt sincronizate zilnic între ele şi
conţin aceleaşi secvenţe.

DDBJ http://www.ddbj.nig.ac.jp
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 secvenţe
nr http://blast.ncbi.nlm.nih.gov 145 296 712 secvenţe
UniProtKB/Swiss-Prot http://www.uniprot.org/ 556 568 secvenţe
UniProtKB/TrEMBL http://www.uniprot.org/ 107 627 435 secvenţe

* În Februarie 2018
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Redundanță și incertitudine în bazele de date

Secvenţele sunt înregistrate în bazele de date de către o mulYtudine de uYlizatori, independenți 
unul de celălalt. În momentul înregistrării unei secvențe aceasta primește un ID unic și este tratată ca 
enYtate de sine stătătoare. Pot apare asZel 2 situații: 
 

aceeaşi secvență este înregistrată cu nume diferite
aceeaşi proteină/genă este secvențiată de la specii diferite

Mai multe ID pentru aceeaşi secvenţă

aceeaşi secvență este înregistrată de autori diferiţi 

Redundanță

Datele de secvențe sunt înregistrate automat. 
Metodele moderne de secvențiere produc o 
cantitate mare de date ce sunt analizate și 

înregistrate în bazele de date automat. 

Funcția secvențelor este stabilită automat și nu 
este verificată experimental.  

Nesiguranță

I II

II II

=> =>

2 secvențe marcate ca diferite pot avea aceeși funcție 1 secvență poate fi idenPficată ca având o anumită 
funcție în mod eronat. 
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Principalele baze de date cu secvențe
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GenBank https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
- o bază de date cu secvențe ADN creată și întreținută de National 
Institutes of Health (NIH), USA;
- conține secvențe adnotate – pe lângă secvența propriu-zisă, 
fiecare ID în baza de date conține și o serie de informații accesorii 
precum:

 2. GenBank ID
3. 

1. Denumirea

4. 
5. Incadrarea 
taxonomica

6. Lucrări 
științifice 

7. Autorul ce a solicitat înregistrarea și cel responsabil de secvență

8. Gene identificate cu:
a. Poziția pe secvență și 
catena codificatoare

b. denumire genei

c. secvența 
proteinei 
codificate

9. Secvența de ADN propriu-zisă
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Protein IdenYficaYon Resource PIR
-o colecţie completă de secvenţe lipsită de redundanţă;
-secvenţele idenYce sau foarte similare sunt gruparea într-o singură intrare în baza de date;
nr 
- o bază de date non-redundantă completă, cuprinzând intrări din GenBank, SwissProt, PIR, 
Protein Research FoundaYon (PRF) şi Protein data Bank (PDB).

UniProtKB/TrEMBL - http://www.uniprot.org/
- conţine toate secvenţele de nucleotide din GenBank translate în secvenţe de aminoacizi;

- are un nivel foarte mare de redundanță; 

UniProtKB/SwissProt - http://www.uniprot.org/
-toate secvenţele conţinute sunt adnotate manual – siguranță crescută legată de funcțiile 
secvențelor conținute;
-nivelul de redundanţă este minim;
-adăugarea unei noi secvenţe în SwissProt este un proces care implică prelucrarea manuală a 
datelor corespunzătoare secvenţei respective => SwissProt nu conține cele mai noi secvențe.

TrEMBL este completă dar incorectă, SwissProt este mai corectă, dar incompletă.
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Ce informații pot fi obținute din secvențele de aminoacizi?

16.03.2026 Proteomică – Curs VI

MTKTAIVRVAMNGITGRMGYRQHLLRSILPIRDAGGFTLEDGTKVQIEPILVGRNEAKIRELAEKHKVAEWSTDLDSVVNDPTVDIIFDASMTSLRAATLKK
AMLAGKHIFTEKPTAETLEEAIELARIGKQAGVTAGVVHDKLYLPGLVKLRRLVDEGFFGRILSIRGEFGYWVFEGDVQAAQRPSWNYRKEDGGGMTTDMFC
HWNYVLEGIIGKVKSVNAKTATHIPTRWDEAGKEYKATADDASYGIFELETPGGDDVIGQINSSWAVRVYRDELVEFQVDGTHGSAVAGLNKCVAQQRAHTP
KPVWNPDLPVTESFRDQWQEVPANAELDNGFKLQWEEFLRDVVAGREHRFGLLSAARGVQLAELGLQSNDERRTIDIPEITL

1. Stabilirea proprietăților fizico-
chimice simple: masă
moleculară, pI, indice de
stabilitate

3. Idenbfic alte 
proteine similare 

(BABS)

4. Modelarea structurii 
tridimensionale 

complete
(BABS)2. Identificarea 

proteinelor pe baza 
secvenței lor parțiale

Indiferent de tipul lor, toate aceste informații au caracter predictiv și oferă un punct de plecare ce 
trebuie verificat experimental. Informațiile sunt însă extrem de utile deoarece 

permit prioritizarea și orientarea demersului experimental.
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1. Calcularea proprietăților fizico-chimice simple: ProtParam

16.03.2026 Proteomică – Curs VI

Calcularea proprietăților fizico-chimice simple are la bază o serie de operații matema_ce simple ce țin cont de
numărul și _purile de aminoacizi dintr-o secvență polipep_dică precum și de proprietăților cunoscute ale acestora.
Site-ul ExPASy (hhps://www.expasy.org) al Swiss Ins_tute of Bioinforma_cs oferă numeroase programe de
inves_gare a secvențelor printre care și programul ProtParam (hhps://web.expasy.org/protparam/).

Protein Identification and Analysis Tools on the ExPASy Server;
Gasteiger E., Hoogland C., Gattiker A., Duvaud S., Wilkins M.R., Appel R.D., Bairoch A.; (In) John M. Walker (ed): The Proteomics Protocols Handbook, 
Humana Press (2005); pp. 571-607 
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1. Calcularea proprietăților fizico-chimice simple: ProtParam

16.03.2026 Proteomică – Curs VI

Parametrii calculați de ProtParam: 
1. Masa moleculară Mw funcție de secvență – suma maselor moleculare a tuturor aminoacizilor din 
secvența dată; este exprimată în Daltoni (Da); utilă pentru localizarea unei proteine pe un gel SDS-PAGE;

Unde mă aștept să fie localizată pe gelul  SDS-PAGE din imagine proteina cu secvența:
MTKTAIVRVAMNGITGRMGYRQHLLRSILPIRDAGGFTLEDGTKVQIEPILVGRNEAK
IRELAEKHKVAEWSTDLDSVVNDPTVDIIFDASMTSLRAATLKKAMLAGKHIFTEKPT
AETLEEAIELARIGKQAGVTAGVVHDKLYLPGLVKLRRLVDEGFFGRILSIRGEFGYW
VFEGDVQAAQRPSWNYRKEDGGGMTTDMFCHWNYVLEGIIGKVKSVNAKTATHIPTRW
DEAGKEYKATADDASYGIFELETPGGDDVIGQINSSWAVRVYRDELVEFQVDGTHGSA
VAGLNKCVAQQRAHTPKPVWNPDLPVTESFRDQWQEVPANAELDNGFKLQWEEFLRDV
VAGREHRFGLLSAARGVQLAELGLQSNDERRTIDIPEITL  ??????

6.5
14

kDa

20
24
29
36
45
55

ProtParam: Molecular weight: 43189.17 Da
Theoretical pI: 5.6

A BM BS
A
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2. pI – punctul izoelectric – valoarea de pH a unei soluții în care molecula proteică dată nu se deplasează în 
câmp electrostatic deoarece sarcina sa electrică de suprafață este zero; ProtParam calculează valoare pI luând în 
considerare valorile pKa ale aminoacizilor determinate practic  la o concentrație de  9.2M sau 9.8M uree și 15°C 
sau 25°C; util pentru localizarea unei proteine pe un gel 2D;

În calcularea Mw și pI programul ProtParam nu ține cont de eventualele modificări post-traducere ale proteinelor
(PTM: acetylation, myristoylation; palmitoylation, prenylation, alkylation, glycosylation, hydroxylation, etc).
Proteinele ce conțin aceste modificări vor avea mase molare și valori pI diferite față de cele teoretice calculate de
ProtParam și deci vor migra diferite pe gelurile de poliacrilamidă.

Unde ar fi proteina anterioară cu pI 5,6 amplasată în gelul de mai sus?

1. Calcularea proprietăților fizico-chimice simple: ProtParam
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1. Calcularea proprietăților fizico-chimice simple: ProtParam

3. Timpul de înjumătățire esYmat (In vivo half-life) – bmpul necesar pentru ca jumătate din canbtatea de
proteină de interes dintr-o celulă să dispară după ce a fost sintebzată;

ProtParam calculează acest parametru pornind de la așa numita
regulă a capătului N-terminal (N-end rule) – timpul de înjumătățire a
unei proteine depinde de natura aminoacidului N-terminal. Regula s-a
stabilit pe baza unor observații experimentale ce au arătat că viteza de
inactivare metabolică a unor beta-galactozidaze artificiale diferă funcție
de aminoacidul terminal și de organismul în care sunt exprimate în
limite foarte mari – 100 h până la mai puțin de 2 minute.

Pagina 23 din 30 



16.03.2026 Proteomică – Curs VI

1. Calcularea proprietăților fizico-chimice simple: ProtParam

4. Coeficientul de extincție – cantitatea de lumină pe care proteina de interes o absoarbe la 280 nm; este 
utilă pentru a putea măsura direct cu precizie concentrația unei proteine purificate folosind un spectrofotometru; 

ProtParam calculează acest parametru ținând cont de faptul că absorbția la 280 nm a unei catene 
polipeptidice este dependentă de numărul de resturi de tirozină (Y), triptofoan (W) și cistină (două resturi de C 
legate printr-o punte disulfurică) după fromula: 

Coef Extinctie Prot (280 nm) = Nr(Y)*Ext(Y) + Nr(W)*Ext(W) + Nr(Cistină)*Ext(Cistină); unde

Coef Extinctie Prot (280 nm) – coeficientul de extincție molară la 280 nm exprimat  în M-1 cm-1; Nr(...)- numărul de resturi de 
aminoacizi; Ext(Y) = 1490; Ext(W) = 5500; Ext(Cistină) = 125; 

Exemplu de rezultate din ProtParam: 

Când programul va afișa un singur coeficient de extincție?
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2. Identificarea proteinelor pe baza secvenței lor parțiale

Bazele de date cu secvențe proteice reprezintă unul din factorii esențiali ce au permis dezvoltarea proteomicii
pentru că permit identificarea propriu-zisă a proteinelor plecând de la secvențele de peptide stabilite cu ajutorul 
spectrometriei de masă MS/MS. În identificarea proteinelor pe baza secvenței lor parțiale un rol esențial îl are 
noțiunea de aliniere de două sau mai multe secvențe.  Programul care s-a impus pentru identificarea și cuantificarea 
gradului de identitate și similaritate dintre două secvențe este BLAST.

identitatesubstituție

E.coli MARAARE******MERE
B.subtilis MAMAAREPERESIMERE

Aliniere a două sau mai multe secvențe presupune așadar compararea celor două secvențe aminoacid cu
aminoacid, aminoacidul 1 din secvența A este comparat cu aminoacidul corespunzător din secvenţa B. O
corespondență între doi aminoacizi din aceeași poziţie pe cele două secvențe poartă numele de idenbtate, iar o
neconcordanță se numește subsbtuție.
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BLAST – identificarea de secvențe similare
BLAST - Basic Local Alignment Search Tool
1. identifică, dintr-o bază de date, secvenţele similare cu o secvenţă ţintă (tinta analizei, experimentului). Aceste 

secvenţe identificate poartă numele de secvențe “subiect”, iar identificarea lor se bazează pe alinieri locale. 
Secvența „subiect este „suprapusă” peste cea țintă la nivelul alinierilor locale astfel încât secvențele comparate 
vor fi alcătuite din zone perfect aliniate şi zone nealiniate (numite GAP’s) care formează bucle între o aliniere 
locală şi următoarea aliniere locală.

2. cuantifică nivelul de similaritate dintre secvențele “subiect” și secvența țintă prin utilizarea unor matrici de 
substituție. O matrice de substituție arată frecvența cu care un aminoacid este înlocuit cu altul și are la bază 
observații experimentale (frecvențe de substituție măsurate din colecții de secvențe proteice).

Matrici PAM – point accepted mutation
Margaret Oakley Dayhoff, 1925-1983

Matrici BLOSUM - BLOcks SUbsPtuPon Matrix 
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BLAST – identificarea de secvențe similare
3. Calculează unu scor de similaritate prin însumarea punctelor pentru fiecare pereche aminoacid-aminoacid și
ierarhizează alinierile funcţie de valoarea acestui scor. 

Scoruri de similaritate calculate de BLAST:
- punctaj brut (engl. Raw score) notat cu S, este calculat prin însumarea punctelor pentru fiecare pereche 
aminoacid-aminoacid, aminoacid-nimic şi penalizărilor pentru GAP; nu permite ierarhizarea secvențelor,
valoare lui depinde de lungimea secvențelor analizate; cel mai frecvent nu este utilizat;

- scorul în biţi notat cu S’ - se calculează prin normalizarea lui S în funcţie de diverse variabile statistice care 
depind, la rândul lor, de tipul de matrice utilizat. Cu cât punctajul S’ obţinut este mai mare cu atât asemănarea 
dintre cele două secvenţe este mai mare;

- parametru statistic E - care se defineşte ca număr de potriviri care apar doar datorită şansei într-o bază de date 
de o anumită dimensiune. Cu cât valorile lui E sunt mai mici, cu atât rezultatele sunt considerate ca având un 
înalt grad de semnificaţie (alinierea fiind deci statistic semnificativă). 
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Cum se realizează o analiză BLAST?
1. Accesează: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
2. Selectează tipul de analiză funcție de secvența de interes: 

3. Copie secvența în căsuța pentru 
secvența țintă (query), setează parametrii 
căutării și apasă BLAST

A – căsuţa text în care a fost inserată secvenţa ţintă 
în format FASTA; 
B – zona cu parametrii utilizaţi pentru restrângerea 
spaţiului de căutare;
C – buton pentru lansarea investigării; 
D – zona cu parametrii algoritmului de căutare

hgp://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21101/
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Rezultate BLAST
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A – informaţii generale privind interogarea realizată; 
B – tabel cu secvenţele similare identificate;
C – domeniile înalt conservate identificate  
D – prezentarea grafică de ansamblu a rezultatelor;
E – alinieri între secvenţa de interes şi secvenţele subiect 
identificată prin BLAST.

A 

B C-D E

B

C

D

D
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Rezultate BLAST și semnificația lor
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MTVTSQVKPEDEMLNWGRLILDGVSYSDMVGARDRPKEITWFDYWMSLANEYEQEAERKVALGHDLSAGELLMSAALCAQYAQFLWFDERRQKGQARKVELY
QKAAPLLSPPAERHELVVDGIPMPVYVRIPEGPGPHPAVIMLGGLESTKEESFQMENLVLDRGMATATFDGPGQGEMFEYKRIAGDYEKYTSAVVDLLTKLE
AIRNDAIGVLGRSLGGNYALKSAACEPRLAACISWGGFSDLDYWDLETPLTKESWKYVSKVDTLEEARLHVHAALETRDVLSQIACPTYILHGVHDEVPLSF
VDTVLELVPAEHLNLVVEKDGDHCCHNLGIRPRLEMADWLYDVLVAGKKVAPTMKGWPLNG
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