Bioinformatica

4. FElemente de biologie celulara si
moleculara

O caracteristica esentiala a materiei vii este reprezentatd de structura sa celulara,
alaturi de Incé doua proprietati fundamentale: metabolismul §i reproducerea.

Desi exista mari diferente intre celulele diverselor specii, sau chiar ntre celulele
aceluiagi organism, existd §i o serie de caracteristici comune pe care le vom trece in
revista.

Disciplina care se ocupa cu studiul celulei si a fenomenelor la nivelul celular se
numeste ,,biologie celulara”. Din biologia celulard vom extrage sintetic citeva notiuni
privind:

- structura celulei umane (membrand, citoplasma, nucleu, organite celulare —
mitocondria si ribozomii
- diviziunea celulara mitoza si meioza.

Explicarea fenomenelor biologice pe baze moleculare face obiectul unei discipline
inrudite cu biologia celulara, numitd ,,biologiec moleculard”. Din aceasta disciplind ne
vom opri la doud mecanisme:

- replicarea ADN
- sinteza proteinelor

4.1. Structura generalid a unei celule umane

4.1.1. Enumerarea principalelor componente ale celulei
umane

a) membrana

b) citoplasma

¢) nucleu

d) organite celulare
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Fig. 4.1.1. Structura celulei umane
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4.1.2. Membrana celulara

A. Membrana celulard delimiteaza celula la exterior, are rol de sustinere si
separare, fiind sediul unor procese de schimb de substante intre celuld si mediul sdu
extern.

B. Membrana celulara este alcatuita distr-un strat dublu foto-lipidic, continand in
forme si proportii diferite o serie de structuri proteice (modelul ,,mozaic lichid” Singer-
Nicholson, 1972), (figura 4.1.2.a)
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Fig. 4.1.2.a. Membrana celulard-modelul , mozaic lichid”

C. Proprietati fizice

Membrana celulara are o grosime de 3-10 nm, cu slaba conductibilitate electrica,
dar cu mare capacitate electricd, greu permeabila pentru apa si ioni.

D. Matricea membranei celulare este alcituita din fosfolipide ce formeaza un strat
dublu.

Fosfolipidele au caracter amfipatic, avand un capét hidrofil si un capat hidrofob
(figura 4.1.2.b).
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Fig. 4.1.2.b. Structura generala a unui fosfolipid
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Acizii gragi AG1, AG2 au 16-18 atomi de carbon in lant si avand caracter hidrofob,
se orienteaza spre interiorul membranei, in timp ce restul fosforic, avind grupari OH
este hidrofil, fiind orientat spre fetele exterioare ale membranei, fie spre interiorul
celulei, fie spre exterior.

E. Proteinele membranare formeaza ,,insule” in matricea fosfolipidica ele pot fi:

a) proteine intrinseci, care pot sa fie la randul lor:

- proteine ce traverseaza membrana (canale ionice pentru transport pasiv sau pompe
ionice pentru transport activ), figura 4.1.2.c

- proteine partial inglobate, ce formeaza structuri numite ,,receptori membranari”, cu
rol foarte important in functionarea membranei (de receptori se pot lega diferite
molecule-hormoni, medicamente etc.)
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Figura 4.1.2.c. Canale si pompe ionice

b) Proteine extrinseci, legate slab la suprafata membranei

F. Membrana celulara este totodata sediul fenomenelor electrice, de producere a
potentialului de membrana.

G. Membrana are un rol important in semnalizarea inter si intracelulara privind
transferul de informatii in aceste procese de semnalizare sunt implicati si receptorii
membranari.

H. Sa incheiem cu rolul membranei in apoptoza - fenomenul de moarte naturala
programata.

4.1.3. Citoplasma

A. Citoplasma este o solutie apoasd ce reprezintd mediul de dispersie pentru
substantele dizolvate:
- ioni ([K*] 150 mM, [ Na+] 10 mM, [CI'] 100mM
- molecule mici neutre [glucozi]
- macromolecule(proteine, polizaharide etc).

B. Citoplasma este strabatuta de fire ce se sprijind pe membrand, nucleu si
organitele celulare mari, ce formeaza un citoschelet:

C. Proprietatile sunt sintetizate in tabelul 4.1.3.
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Tabel 4.1.3. Proprietatile fizice ale citoplasmei

lon Concentration in cytosol (millimolar) | Concentration in blood (millimolar)

Potassium 139 4

Sodium 12 145
Chloride 4 116
Bicarbonate 12 29
Amino acids in proteins 138 9

Magnesium 08 15
Calcium =0.0002 138

4.1.4. Nucleul celular

A. Nucleul celular este o formatiune sfericd sau ovoidala, cu diametrul de 4-6p m,

alcdtuit in cea mai mare parte din ADN.
B. Structura nucleului figura 4.1.4.a

In interior se gdseste o formatiune mai densd numita ,,nucleol”, iar la exterior este
marginit de o membrana nucleard, cu pori prin care pot trece molecule mici. Transportul
prin membrana nucleard (pentru ARN si proteine) este asigurat de molecule numite

,,cargo-GTP-aze.

C. Nucleul este sediul de stocare a informatiei genetice si joacd un rol important
in procesul de diviziune celulara si in procesul de sinteza a proteinelor.
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Fig. 4.1.4. Structura nucleului

4.1.5. Organitele celulare

In citoplasma se gasesc numeroase organite celulare, fiecare cu un rol bine definit

in functionarea celulei:
- reticulul endoplasmic
- ribozomi
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- mitocondrii

- aparatul Golgi

- libozomi

- centrioli

- microtubuli, microfilamente
- vacuole, vezicule

Ne vom opri pe scurt doar la ribozomi si mitocondrii, avand in vedere importanta
lor 1n studiile de bioinformatica.

4.1.6. Mitocondria

A. Mitocondria este un organit celular care este sediul sintezei moleculelor
macroergice de ATP.

B. Are forma alungita avand in interior ,,creste” formate prin plierea membranei
interne. Membrana internd contine molecule ce asigura un transfer de electroni (NADH,
FAD, ubiquinona si citocromc), insotit de eliminare de protoni. Procesul se numeste
fosforilare oxidativa”, avand ca rezultat sinteza unei molecule de ATP. Functionarea
este asiguratd de o pompa de protoni descrisd sub numele de” teoria chemiosmotica” de
catre Mitchell, laureat al premiului Nobel in 1978.

Schematic, transferul electronilor in membrana internd a mitocondriei este
prezentatd in figura 4.1.6.a, iar principiul pompei de protoni este sintetizat in figura
4.16.b
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Fig. 4.1.6.a. Mecanismul fosforilarii oxidative
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Fig. 4.1.6.b. Teorie chemiosmoticad a pompei de protoni

4.1.7. Ribozomii

A. Ribozomii sunt cele mai mici organite celulare, descoperite de catre George
Palade, de origine romana, premiul Nobel in 1974.

B. Sunt alcatuiti din ARN ribozomal si sunt sediul sintezei proteinelor.

C. Un ribozom are trei situs-uri, notate......, in care se poate lega o moleculd de
ARNt)ARN “de transport” sau ,,de transfer” (figura 4.1.7.)

Fig. 4.1.7. Structura ribozomilor

4.2. Diviziunea celulara

Majoritatea celulelor umane (sunt doar unele exceptii) se divid in cursul vietii lor.
Procesul de diviziune se petrece diferit la celulele somatice, fata de cele sexuale si vom
trata separat cele doua cazuri.
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4.2.1. Mitoza

A. Mitoza este procesul de diviziune al celulelor somatice.

B. Celulele somatice sunt diploide — au fiecare cromozom in doui exemplare. In
cazul celulelor umane sunt 23 de perechi de cromozomi (unele detalii vor fi prezentate
n cursul de genetica).

C. Ciclul de viatd al unei celule somatice, adica intervalul de timp dintre doua
diviziuni, cuprinde mai multe faze, in care se sintetizeaza la inceput ARNm si proteine,
apoi se sintetizeazd si ADN — practic se dubleazd cantitatea lui prin procesul de
replicare Tn nucleu.

D. Diviziunea celulara ocupa cca 10% din ciclul celular si are mai multe faze:

- profaza — cromozomii devin vizibili, fiecare fiind dublat longitudinal, apar 2
centrioli ce migreaza spre polii celulei, dispare membrana nucleara si se formeaza
fusul de diviziune

- metafaza — cromozomii se aranjeaza in regiunea ecuatorului si se leagd de fibrele
fusului in zona centromerului

- anafaza — deplasarea cromatidelor fiecarui cromozom spre polii celulei

- telofaza — formarea la fiecare pol a céate unui nucleu, cu formarea de membrana
nucleara.

In final se divizeaza si citoplasma formandu-se doua celule fiice cu nuclee identice.

Fenomenele descrise mai sus sunt prezentate sintetic in figura 4.2.1
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Fig. 4.2.1. Mitoza

4.2.2. Meioza

A. Diviziunea prin meioza este tipicd pentru celulele germinale, ovocitul si
spermatocitul, in zona de maturizare ce formeaza celule sexuale, numite si ,,gameti”.

B. Meioza cuprinde doua diviziuni succesive:
a) diviziunea reductionala — cand dintr-o celuld germinala diploida se formeaza doua
celule haploide (cu fiecare cromozom ntr-un singur exemplar)
b) diviziunea ecuationald — asemanatoare mitozei, cu deosebirea ca fiecare celuld care
se divide acum este o celuld haploida.

C. In final rezulta 4 celule haploide figura 4.2.2.
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Sa urmarim in continuare doud procese esentiale din biologia moleculara:
replicarea ADN si sinteza proteinelor.

4.3. Replicarea ADN

4.3.1. Notiunea de replicare

A. Descifrarea mecanismului replicarii ADN a avut o importantd deosebitd prin
aportul sau la intelegerea mecanismelor genetice de transmitere ereditard a informatiei.

B. Replicarea reprezinta procesul de producere a unei ,replici”, adicd o copie
identica cu originalul. In cazul ADN este vorba de producere a doud molecule de ADN
identice pornind de la una singura.

4.3.2. Fazele replicarii ADN

A. Replicarea este inifiatd intr-un punct al dublului helix, numit ,,origine” - 0
regiune cu secventa recunoscuta de o proteind initiatoare a replicarii aceste regiuni sunt
de obicei bogate in perechi AT, mai ugor de desfacut.

B. Pornind de la origine, dublul helix este despiralat, cu o enzimd —
topoizomeraza, apoi este desfacut aseméanator cu un fermoar, fiind rupte toate puntile de
hidrogen pe o anumitd portiune din helix de citre o enzima - helicaza. Sunt astfel
expuse liber spre exterior bazele azotate, in succesiunea lor, ale ambelor lanturi ale
helixului. Lantul care este desfiacut de la 3’—5’ incdt completarea sd apara in
succesiunea fireascd 5°— 3’ se numeste ,,lant conducator” (leading strand), iar celélalt
este ,,lant intarziat” (,, lagging strand”) (figura 4.3.2.)
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Fig. 4.3.2. Mecanismul replicarii ADN

Forma de ,furcd” a dublului helix desficut de helicaza a generat si numele
structurii In aceasta faza:” furca de replicare” (,, replication fork™).

C. Pe lantul conducdtor pozitiile expuse sunt ocupate succesiv de catre
nucleotidele corespunzatoare (conform perechilor posibile A-T si G-C), proces condus
de o enzimd numita ADN-polimeraza. Insa sinteza pe celalalt lant nu poate fi realizata
natural, succesiunea de sinteza fiind inversa, de la 3°—5’. De aceea, informatia pentru
un set de baze azotate libere este Intai transpusd in ordinea posibila 5°—3’ pe niste
fragmente denumite Okasaki, fragmente ce sunt apoi cuplate pe lant cu ajutorul enzimei
ADN-ligaza.

D. Fiecare din lanturile initiale este acum completat cu un lant pereche, care este
spiralat si devine un dublu helix identic cu originalul.

E. 1In eukariote procesul de replicare poate incepe in mai multe pozitii din dublul
helixurilor de ADN.

F. Replicarea poate sa fie incompleta si sa nu ajunga chiar pana la capatul fiecarui
cromozom, numit ,.telomer”, rezultdind o scurtare generatie dupa generatie, fenomen
considerat a avea un rol in procesul de mbaétranire, in apoptoza sau in aparitia unor boli
(inclusiv unele forme de cancer).

4.4. Sinteza proteinelor

4.4.1. Paradigma centrala a bioinformaticii

A. incercirile de a explica marea variabilitate biologica fenotipica in contextul
unitatii moleculare a structurilor biologice a condus la plasarea acesteia intr-o pozitie
cheie pentru bioinformatica. Intrebarea la care dorim si raspundem este: Cum este
transmisa informatia stocatd in structura moleculelor de ADN din nucleele celulelor,
catre celule, pentru a coordona practic toate procesele celulare, dar in special sinteza
proteinelor, care sunt atat elemente structurale cat si elemente de control (enzime) a
proceselor celulare. Mecanismul sintezei proteinelor este azi in bund masura cunoscut,
desi exista inca elemente nu pe deplin elucidate. La descifrarea mecanismelor si-au adus
contributia cercetdtori din diverse domenii, un rol important avandu-I cei din domeniul
bioinformaticii.

B. Schema din figura 4.4.1.a reprezinta sintetic principalele procese ce au loc
pentru sinteza proteinelor.
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Fig. 4.4.1.a Sinteza proteinelor — dogma centrala a bioinformaticii

Vom descrie Tn continuare aceste procese.

4.4.2. Transcriptia

A. Regiunea din ADN care contine informatia privind sinteza unei proteine se
numeste gena de sinteza. in amonte fata de gena de sintezi se giseste o gend promotor,
cu rol in declansarea procesului de copiere a informatiei. Zona promotor mai este
numitd 5° UTR — 5” untranslated region, iar dupa gena de sinteza mai este o portiune ce
nu codifica secventd proteica numita 3° UTR.

B. Mecanismul transcriptiei

La activarea zonei promotor, dublul helix ADN din regiunea genei de sinteza este
desfacut in sensul 3’—5° de citre helicoza, apoi intervine ARN-polimeraza, care
faciliteaza formarea unui lant ARN 1in sensul normal 5°—3’. Un singur lant din cele
doud ale ADN este utilizat pentru citire, numit ,lant matritd” (,, template strand”),
celalalt fiind numit lant de codificare (,,coding strand”), deoarece contine secventa exact
in forma in care apare in molecula de ARN sintetizata, cu singura deosebire ca, in ARN,
in loc de timina apare uracilul. Transcriptia este prezentata schematic in figura 4.4.2.

10
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Fig. 4.4.2. Transcriptia

Procesul de transcriptie are trei faze:prima este initierea, prin activarea
promotorului, a doua se numeste ,,clongare”, reprezentata prin adaugarea, nucleotid cu
nucleotid, a componentelor lantului de ARN, iar ultima faza este” terminarea”

(formarea unei bucle bogata in G-C, urmata de o succesiune de U).

Sa mentionam ca exista si transcriptie reversd, adicd din ARN in ADN, intalnita in
unele cazuri patologice, cum ar fi infectia cu HIV.

C. Migrarea ARNm

Lantul ARN format in nucleu se numeste ARN mesager si se noteazi ARNm. in
nucleu se mai gasesc niste organite numite ,,spliceosomi” care asigurd un proces numit
,,splicing”. Prin acest proces sunt eliminate din molecula de ARNm formata, regiunile
fara rol in codificarea secventei proteice, numite ,,introni”, ramanand numai regiunile
codificatoare, numite ,,exoni”. Molecula nou formata va traversa membrana nucleara si
va ajunge la ribozomi, unde se va desfasura procesul de translatie.

4.4.3. Codul genetic

A. Pentru a putea folosi informatia purtata intr-un alfabet cu 4 litere, cum este
cazul acizilor nucleici, la codificarea a 20 aminoacizi, vom avea nevoie de o succesiune
de cel putin 3 litere, George Gamov, care asigurd 4° = 64 combinatii posibile(cu 2 litere
am fi putut obtine numai 4°= 16 combinatii. Aceastd ipoteza, ci o succesiune de 3 baze
azotate intr-o secventd ADN codificd 1 aminoacid intr-o secventd proteicd a fost
confirmata experimental (Nirenberg, 1961). A fost astfel introdus termenul de ,,codon”,
definit ca un triplet de baze azotate Intr-un lant de acid nucleic pentru codificarea unui
aminoacid Tntr-o secventa polipeptidica.

B. Cercetari ulterioare (Khorana, Hollez premiul Nobel 1968) au permis stabilirea
codului genetic prezentat in figura 4.4.3.

11
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Second Letter
u c A G
uuu |Phe ucu UAU | Tyr |UGU |cys |U
U [uuc ucc | ser |UAc uGc c
UUA |Leu UcA UAA Stop |UGA Stop|A
uuG uce UAG Stop |UGG Trp |G
cuu ccu CAU | His |cGu u
c|cuc | Leu|cce | Pro |cac C6C | arg |C
1st CUA CCA CAA | Gln |CGA A |ag
cuG cce CAG cGG G
letter AUU ACU AAU | Asn |AGU |Ser u |letter
aAlauc | ne |acc | mr |BAC AGC c
AUA ACA AAA | L AGA |Ar A
AUG et | ACG AAG ¥ | ace 9a
GUU GCU GAU | Asp |GGU u
G |GUC | ya |GCC Ala | GAC GGC |aIy |C
GUA GCA GAA | clu | GGA A
GUG GCG GAG GGG G

Fig. 4.4.3. Codul genetic

C. Observam ca pentru majoritatea aminoacizilor existd mai multe codificari
posibile. De asemenea existd un codon de star, precum si trei codoni de stop — carora nu
le corespunde nici un aminoacid.

4.4.4. ARN de transport

A. Tn mecanismul sintezei proteinelor este necesara implicarea unor molecule care
sd asigure corespondenta stabilitd in codul genetic. Acestea sunt moleculele numite
ARN de transport sau de transfer, notate ARNt (studiate Tn detaliu de Ochoa - premiul
Nobel 1959).

B. Structura ARNt

Molecula de ARNt este destul de mica in comparatie cu alte tipuri de ARN. Ea are
4 brate dintre care doua formeaza legaturi in timpul translatiei (figura 4.4.4)

Agd
c-J| Acceptor
C arm

A tRNA

Fig. 4.4.4. Structura moleculei de ARNt
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C. Observam ca bratul superior are o portiune cu capatul 5’ liber, care este de
obicei fosforilat, iar la capétul 3’ se poate detasa amoniacidul — atasarea este specifica.

D. Bratul opus are o buclda ce contine o secventd de trei baze azotate
complementare codificarii aminoacidului, secventd care se numeste” anticodon”.
Aceasta portiune este cea cu care molecula de ARNt se leaga de secventa potrivita din
matrita ARNm.

E. Celelalte doua ramuri, buclele D si T faciliteazd mecanismul de cuplare pe
ribozom.

4.45. Structura ribozomilor

Revenim la descrierea structurii ribozomilor, inceputa in 4.1.7.

Ribozomii au doud regiuni, o regiune care poate cupla molecule de ARNm venita
din nucleu si o regiune care contine 3 situs-uri, notate E, P si A, regiune in care se leaga
ARNL.

Elongation (translation)

£ AUGICCGURUGCU

Anticodon

Fig. 44.5. ...

4.4.6. Mecanismul translatiei

A. Cand ARNm expune spre situl P portiunea cu codonul de star (AVG), situl
poate fi ocupat de un ARNt ce codificd Met (conform codului genetic).

B. In situl A, inca liber, se poate lega de un ARNt care si aibad anticodonul
corespunzator urmatorului codon din ARNm, codon expus catre situl A.

C. Aminoacidul legat de ARNt de pe situl A se cupleaza printr-o legaturd
peptidica de aminoacidul legat de ARNt de pe situl P.

D. La formarea acestei legaturi peptidice, AA din P se desprinde de ARNt de care
era legat si intreaga structurd formatd se mutd cu un codon spre in fatd: ARNt din P
trece in E, ARNt din A trece in P, cu tot cu aminoacizii legati de el si in paralel se
deplaseazd si ARNm in unitatea inferioara. Energia necesara procesului este furnizata
de o molecula de GTP, procesul fiind sustinut de o altd proteind numita factor de
elongatie; de fapt, aceasta faza se si numeste ,,clongatie”.

E. Situl A devenind vacant poate fi ocupat de un alt ARNt cu anticodon
corespunzator urmatorului codon din matrita ARNm. Totodata ARNt de pe situl E se
desprinde de lanful ARNm. Aminoacidul legat de ARNt care a ocupat acum situl A

13
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poate forma o legatura peptidica cu AA din pozitia P, urmata de desprinderea acestuia
de ARNT care I-a purtat.

Procesul se reia pas cu pas, generandu-se un polipeptid, care iese din ribozom.

F. Procesul de translatie se incheie cand pe matrita ARNM apare un codon de
stop, care nu are echivalent in ARNt, deci situl A nu se mai ocupa. In acest moment,
lantul polipeptidic format se desprinde de ribozom.

Fazele sintezei proteinelor sunt prezentate schematic in figura 4.4.6.

1.Transcriptia

"tg

nucleotide /" " |
v ¥

membrana
nucleara

Sinteza Proteinelor

Fig. 4.4.6. mecanismul translatiei

4.5. Controlul sintezei proteinelor
Mecanismele moleculare au un sistem de control care dirijeazd declansarea,
desfasurarea respectiv terminarea tuturor proceselor.

Controlul sintezei proteinelor la procariote este un mecanism de feedback studiat de
Jacob, Monod si Lwoff (premiul Nobel 1965).

Tn cazul eucariotelor, mecanismul este mai complicat, descris prin modele cu
feedback pozitiv. Nu vom intra aici in detalii privind aceste mecanisme de reglare.
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