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Analizata si aprobata la sedinga catedrei
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Seful catedrei de biochimie si biochimie clinica,
conf. universitar, dr. hab. in st. med.

Olga Tagadiuc

Indicatia metodica nr. 7
Tema: Structura si functiile ADN.
Biosinteza ADN - replicarea. Reparatia ADN si mutatiile

Experienta 1. Determinarea cantitativa a ADN

Principiul metodei: Dezoxiroboza din componenta ADN interactioneaza cu reactivul
difenilaminic formand un compus de culoare albastra. Intensitatea culorii — extinctia (E) este direct
proportionala cu cantitatea de ADN (C).

Modul de lucru: Tn eprubeta experimentala se introduce 1 ml de hidrolizat din drojdie si 2 ml
de reactiv difenilaminic. Tn eprubeta martor se iau 1 ml de apa distilati si 2 ml de reactiv
difenilaminic. Probele se introduc pe 10 min intr-o baie de apa la 100°C. Dupa racire se
colorimetreaza solutia experimentala la FEC fata de solugia martor (filtrul de lumina rosie, A — 680
nm, cuvele de 5 mm grosime). Cantitatea (concentratia C) de ADN se determina dupa curba etalon.

Rezultat: E: C:

Concluzii:

Nivel initial de cunostinte

Tipurile de acizi nucleici, functiile si repartizarea lor in celula.

Constituentii acizilor nucleici: bazele azotate, pentozele, acidul fosforic.
Nucleotidele: structura, rolul. Lanturile polinucleotidice. Legatura fosfodiesterica.
Dogma centrala a biologiei (geneticii) moleculare.

Structura genelor la procariote si eucariote.

agrowpnE

Tntrebari pentru autopregtire

1. Acidul DezoxiriboNucleic (ADN): structura si functiile. Dublul helix si conformatiile lui de tip
B, A Z

2. Nivelurile de compactizare a moleculei de ADN la procariote (nucleoidul) si eucariote
(nucleozomii, cromatina si cromozomii).

3. Proprietatile fizico-chimice ale ADN. Denaturarea si renaturarea. Hibridizarea.

4. Replicarea ADN la procariote — matrita, substraturile, enzimele si factorii proteici. Mecanismul
biochimic si etapele biosintezei ADN. Inhibitorii replicarii — mecanismul de actiune si rolul
biomedical (aciclovir, foscarnet, doxorubicina).

5. Particularitatile replicarii la eucariote. Telomerele si telomeraza. Structura telomerazei. Rolul
biomedical al telomerazei.

6. Mecanismele biochimice ale reparatiei ADN. Enzimele implicate.

7. Mecanismele biochimice ale genezei mutatiilor punctiforme. Rolul biomedical al mutatiilor.
Patologii determinate de mutatii (anemia falciforma, fenilcetonuria).
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Probleme de situatie

1. Care sunt asemanarile si deosebirile dintre secventa dinucleotidica 5’-UA-3' si NAD™?

2. Scrieti structura chimica a secventei polinucleotidice dT-dC-dG-dA. Carui acid nucleic apartine
secventa data? Care este sarcina electrica a acidului nucleic dat la pH fiziologic? Care este rolul
sarcinii electrice date in formarea nucleozomului?

3. Care sunt mecanismele ce asigura fidelitatea replicarii moleculei de ADN? Care este importanta
biologica si medicala a asigurarii fidelitagii replicarii ADN?

4. Tn procesul de replicare, o catena a moleculei de ADN este sintetizata cu Intarziere din cauza ca
orientarea catenei date nu coincide cu directia miscarii furcii replicative. ADN polimeraza
sintetizeaza ambele catene doar n directia 5'— 3', pe cand, in cazul catenei intarziate care are
orientare opusa miscarii furcii directia sintezei ar trebui sa fie 3'=>5'". Explicati si ilustrati cum are
loc solugionarea acestui impediment?

5. Care este mecanismul molecular al dezvoltarii fenilcetonuriei si manifestarile biochimice?

Teste pentru autoevaluare

1. Componentele structurale ale DNA-ului sunt:

a) dihidrouracilul c) acidul fosforic e) riboziltimina.
b) dezoxiriboza d) timina

2. Tn ADN existi urmatoarele tipuri de legaturi chimice:

a) ionice ¢) N-glicozidice e) de hidrogen.
b) 3',5'-fosfodiesterice d) peptidice

3. Structura ADN-ului:

a) este un lant poliribonucleotidic

b) contine AMP, CMP, UMP, GMP

c) la capatul 5' se afla resturi de fosfat

d) monomerii se leaga prin legaturi 3',5'-fosfodiesterice
e) monomerii se leaga prin legaturi N-glicozidice

4. Hidroliza acida completa a ADN sunt corecte afirmatiile:

a) sunt hidrolizate legaturile fosfodiesterice d) genereaza riboza

b) genereaza ribonucleotide e) genereaza dezoxiriboza
¢) sunt hidrolizate legaturile de hidrogen

5. Referitor la DNA sunt corecte afirmatiile:

a) forma B contine 10 perechi de dezoxiribonucleotide la o spira
b) forma A contine 11 perechi de dezoxiribonucleotide la o spira
c) forma Z contine 12 resturi si e indreptata spre dreapta

d) in toate DNA raportul G+C/A+T=1

e) catenele paralele sunt complementare

6. Referitor la proprietatile DNA-ului:

a) dublul helix e o structura cu un grad mare de cooperativitate

b) in solutii acide si bazice la ToC Tnalte DNA e supus denaturarii
c) ToC de topire nu depinde de componenta nucleotidica

d) T OC de topire este mai mare cand predomina perechile A-T

e) ToC de topire este mai mare cand predomina perechile G-C
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7. Nucleozomii reprezinta:
a) unitatea structurala repetabila a cromatineli d) legatura DNA-proteine este hidrofoba
b) o forma de supraorganizare a DNA e) legatura DNA-proteine este covalenta

¢) DNA asociat cu proteinele bazice - histone

8. Referitor la replicare sunt corecte afirmatiile:

a) la eucariote sediul este nucleul

b) directia cresterii catenei este 3' 5’

c) replicarea merge numai intr-o singura directie

d) replicarea decurge in ambele directii cu aceeasi viteza
e) angajeaza simultan intregul cromozom

9. Complexul DNA-replicaza cuprinde:

a) RNA-polimerazele I, 11, 11 d) DNA-polimerazele
b) decarboxilaza e) DNA-ligazele

c) topoizomerazele

10. Fragmentele Okazaki:

a) necesita praimer pentru sinteza d) iau nastere la actiunea revers-transcriptazelor
b) sunt reunite de DNA-ligaze e) reunirea fragmentelor necesita consum de
c) se formeaza de RNA-polimeraze Il ATP

11. DNA-polimeraza (I11):

a) prezinta un complex multienzimatic

b) sinteza catenei e procesiva

c) poseda cateva situsuri - pentru DNA, dRTP si catalitic
d) sintetizeaza catena in directia 3' = 5'

e) polimerizarea e asigurata de hidroliza ATP

12. DNA-polimeraza (I):

a) indeparteaza primerii prin activitatea sa 5'—3' exonucleazica
b) adauga dezoxiribonucleotide prin activitatea sa polimerazica
c) poseda actiune de sudare cu consum de ATP

d) nu poseda functie de autocontrol

e) catalizeaza o copiere a ADN identica cu cea matriceala

Indicatia metodica nr. 8
Tema: Structura si functiile ARN. Mecanismele biochimice ce stau la baza
expresiei genelor — transcriptia

Experienta 1. Determinarea cantitativa a ARN

Principiul: Riboza din componenta ARN interactionand cu reactivul orcinic se coloreaza in
verde. Intensitatea coloratiei este direct proportionala cu concentratia ribozei in solutia cercetata si
se determina fotocolorimetric.

Modul de lucru: Tn 2 eprubete se introduc cate 1 ml de reactiv orcinic. Ulterior, in prima
eprubeta se adauga 1 ml de hidrolizat de drojdie (solutia experimentala), iar in a doua — 1 ml de apa
distilata (solutia martor). Solutiile sunt ncalzite 20 min pe o baie de apa la 100°C. Dupa racire se
determina extinctia solutiei experimentale la FEC fata de solutia martor, folosindu-se cuvele de 5
mm si filtrul de lumina rosie. Cantitatea de ARN se determina dupa curba etalon.
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Rezultat: E: C:

Concluzii:

Tntrebari pentru autopregitire

1. Structura primara, secundara si tertiara a acizilor ribonucleici (ARNt, ARNm, ARNI).
Complexele ribonucleoproteice.

Particularitatile structurii genelor la procariote. Genele structurale si reglatoare.

3. Transcriptia la procariote: matrita, substraturile, enzimele, mecanismul biochimic. Inhibitorii
transcriptiei (rifampicina, a-amanitina).

Particularitatile transcriptiei la eucariote. Modificarile post-transcriptie ale ARNm.
Mecanismele biochimice care asigura reglarea expresiei genelor la procariote si eucariote.
Transcriptia inversa. Mecanismul biochimic si rolul biomedical.

N
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Probleme de situatie

1. Scrieti structura chimica a unei secvente poliribonucleotidice. Indicati legaturile chimice. Poate
fi posibil ca intr-un lant monocatenar de ARN sa apara legaturi de hidrogen? llustragi cum ar
putea avea loc formarea acestor legaturi si Tn ce caz.

2. Numiti asemanarile si deosebirile dintre transcriptie si replicare. Indicati in tabelul de mai jos
prezenta sau lipsa anumitor componente sau mecanisme necesare desfasurarii acestor doua
procese:

Transcriptie Replicare

Matrita

Substraturile

Enzimele

Primeri

Directia sintezei

Etapele

Fidelitatea

Erori

Rol biologic

3. Caror organisme le este specifica transcriptia inversa? Care ar fi explicatia biochimica a faptului
ca aceste organisme folosesc doar transcriptia inversa?
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4. Cum se explica faptul ca mecanismele biochimice ce stau la baza reglarii expresiei genelor la

procariote si eucariote sunt diferite?

5. Tn sectia de terapie intensiva a fost internat un pacient cu greturi, voma (10-12 ori timp de 24
ore), diaree (6-8 episoade in 24 ore), crampe si dureri abdominale. Investigatiile biochimice au
stabilit cresterea activitatii enzimelor hepatice (AIAT si ASAT). Din anamneza s-a stabilit ca
bolnavul a consumat ciuperci culese din padure. Investigatia a stabilit ca printre ele au fost si
amanitele (mai numite si palaria sarpelui sau muscarita). Care este mecanismul toxicitatii acestor

ciuperci?
Teste pentru autoevaluare

1. Afirmatiile corecte referitoare la ARN:

a) molecula este preponderent bicatenara

b) compozitia nucleotidica se supune legitatii complementaritatii
c) cantitatea de RNA in celula este constanta

d) este un poliribonucleotid monocatenar

e) nucleotidele constituente sunt AMP, GMP, TMP, CMP

2. Referitor la RNAm sunt corecte afirmatiile:

a) prezinta molecule foarte eterogene

b) fiecarei gene Ti corespunde molecula sa de RNAm
C) se sintetizeaza si degradeaza foarte rapid

d) contine baze minore

e) e asociat permanent cu ribozomii

3. Afirmatiile corecte privind RNAt sunt:

a) la capatul 5'contine secventa CCA

b) contine resturi de baze metilate

c) la capatul 3'-OH se fixeaza aminoacidul activat
d) sunt constituite din 75-90 resturi de aminoacizi
e) la capatul 3' se afla portiunea anticodon

4. Afirmatiile corecte referitoare la RNAr sunt:

a) sunt macromolecule omogene dupa forma si marime
b) sunt macromolecule flexibile si deformabile

c) se gaseste liber Tn celula

d) sunt componente structurale a ribozomilor

e) prezinta numai zone dublu catenare

5. Transcrierea - afirmatiile corecte:

a) angajeaza simultan intregul cromozom

b) vizeaza numai anumite portiuni din DNA

c) informatia se citeste de pe o singura catena

d) necesita prezenta RNA polimerazei

e) informatia se citeste de pe ambele catene simultan

6. Biosinteza RNA - afirmatiile corecte:

a) ca substrat servesc ribonucleozidtrifosfati

b) este un proces procesiv

c) forta motrica a transcrierii e hidroliza pirofosfatului
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d) mecanismul elongatiei difera de cel al replicarii
e) RNA-transcris contine cantitati echimoleculare de Asi T

7. RNA polimeraza la procariote:

a) prezinta o holoenzima

b) poseda proprietati nucleazice

C) pentru sinteza necesita praimer

d) poseda capacitate de autocontrol

e) cu sigma subunitatea recunoaste promotorul

8. Afirmatiile corecte referitoare la RNAp la procariote sunt:
a) prezinta un pentamer compus din copp"

b) initierea sintezei necesita prezenta holoenzimei

C) poseda centre catalitice (2), de fixate a DNA si a substraturilor
d) tetramerul o2pp’al cor-enzimei determina initierea procesului
e) coenzima determina elongarea transcrierii

9. RNApolimeraza (RNAp) eucariotelor - afirmatii corecte:
a) RNApI sintetizeaza RNA ribozomal (28S si 18S)

b) RNAplII sintetizeaza RNAmM

¢) RNAplII sintetizeaza RNAt, RNAr 5S si molecule mai mici
d) copiaza catena DNA-antisens in directia 3' =5’

e) copiaza ambele catene de DNA 1n directia 3' 5’

10. Factorul proteic rho (P):

a) se fixeaza rigid in secventa promotor e) se migca in directia 3' = 5' impreund cu RNAp
b) participa la initierea corecta a transcrierii

c) utilizeaza pentru exercitarea functiei sale ATP

d) intrerupe actiunea enzimei - RNAp

11. Maturarea RNAm la eucariote presupune:

a) atasarea fermentativa la capatul 3' a unei secvente - poly A

b) excizia intronilor

¢) excizia intronilor are loc prin intermediul unui RNA nuclear cu masa moleculara mica
d) excizia exonilor

e) atasarea fermentativa la capatul 3' al 7-metil-guanozinei

12. DNA-polimeraza-RNA-dependenti — afirmatiile corecte:
a) este numita si reverstranscriptaza

b) necesita o catena templata de DNA

c) sintetizeaza DNA pe matrita de RNA

d) se utilizeaza in ingineria genetica pentru sinteza DNAc

e) permite includerea informatiei virale in genomul uman

13. Care din afirmatii in reglarea expresiei genetice sunt corecte?

a) lactoza scade afinitatea represorului pentru operator

b) metabolizarea lactozei este reglata numai de complexul CAP - AMPc

c) metabolizarea lactozei este reglata numai de complexul represor - inductor
d) corepresorul mareste afinitatea represorului fata de operator;

e) metabolizarea lactozei este dublu reglata (CAP - AMPc, represor - inductor).
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Indicatia metodica nr. 9
Tema: Bazele biochimice ale translatiei

Experienta 1. Determinarea proteinelor totale din serul sangvin (metoda biuretica)

Principiul metodei: Proteinele interactioneaza in mediul alcalin cu sulfatul de cupru cu
formarea unor compusi de culoare violeta. Intensitatea coloratiei (extinctia E) este direct
proportionala cu concentratia (C) proteinelor in ser.

Mod de lucru: La 0,1 ml ser sanguin adaugam 4,9 ml de reactiv biuret, evitandu-se agitarea
intensa si formarea de emulsii. Dupa 30 de minute, cel tarziu peste o ora, se determina extinctia
probei la FEC, folosindu-se cuva de 1 cm si lungimea de unda 540-560nm (filtru verde). Calculul se
realizeaza dupa curba-etalon.

Valoarea diagnostica: Tn serul sangvin, cantitatea de proteine totale variaza intre 6,5 si 8,5
gr/100 ml sau 65-85 g/l. Proteinele din serul sangvin scad pana la 4-5 g/l (hipoproteinemie) in
nefroze, inanitie, ciroze, la pierderea proteinei in urma hemoragiilor si formarii exsudatelor.
Hiperproteinemia se poate intalni la pacienti cu mielom, diabet insipid, vomitari frecvente, diaree,
in cazurile de deshidratare a organismului.

Rezultat: E: C:

Concluzii:

Tntrebari pentru autopregitire

1. Compozitia si structura ribozomilor la pro- si eucariote.
2. Bazele biochimice ale codului genetic. Proprietatile lui.
3. Biosinteza proteinelor la procariote. Etapele:
a) activarea aminoacizilor;
b) translatia — initierea; elongarea; terminarea;
4. Particularitatile biosintezei proteinelor la eucariote — factorii translatiei si modificarile post-
translationale ale proteinelor sintetizate. Folding-ul proteinelor sintetizate.
5. Reglarea biosintezei proteinelor la procariote si eucariote. Inhibitorii translatiei (tetraciclina,
cloramfenicolul, eritromicina, streptomicina, toxina difterica). Rolul medical.
Probleme de situatie
1. Care ar fi utilizarea biomedicala si mecanismele de actiune a compusilor ce intervin in procesele

de replicare, transcriere si translagie la procariote si eucariote? Aduceti exemple de asa compusi
care au fost aprobati in calitate de medicamente.

2. Completati tabelul de mai jos cu componentele necesare biosintezei proteinelor la pro- si
eucariote.

Activarea Initierea translatiei Elongarea Terminarea
aminoacizilor
Pro Eu Pro Eu Pro Eu Pro Eu

Enzimele
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Factorii
proteici

lonii

Energie
(Sursa si
cantitate)

Teste pentru autoevaluare

1. Referitor la aminoacil-tRNA-sintetaze sunt corecte afirmatiile:

a) recunosc atat aminoacidul, cat si RNAt corespunzator

b) poseda capacitate de autocontrol

c) activeaza pe suprafata ribozomilor

d) nu necesita ATP

e) leaga aminoacidul de gr. OH din pozitia 2' sau 3' al cap CCA din RNAL.

2. Tn legatura cu activarea aminoacizilor:

a) are loc in citozolul celulei

b) pentru toti AA exista un singur tip de RNAt

¢) la activarea unui aminoacid se consuma energia a 2 leg. macroergice
d) complexul AA - RNAt se formeaza la nivelul ribozomilor

e) reprezinta fixarea aminoacidului de portiunile anticodon

3. Formarea complexului AA-tRNA:

a) legatura AA - RNALt este macroergica

b) actiunea pirofosfatazei cauzeaza ireversibilitatea reactiei

c¢) AA e unit cu RNAL printr -o legatura amidica

d) activarea tuturor AA e catalizata de o singura AA - RNALt - sintetaza
e) aminoacizii sunt fixati pe bucla pseudouridinica

4. Aminoacil-ARNt-sintetaza:

a) catalizeaza translocarea d) este implicata in activarea AA
b) poseda situs de fixare pentru RNAmM e) necesita ATP

C) poseda situs de fixare pentru RNAt

5. Initierea sintezei proteinelor necesita:

a) subunitatea mica si mare a ribozomului d) factorii Tu, Ts, G
b) RNAm e) GTP

c) peptidiltransferaza
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6. Referitor la procesul de translatie sunt corecte afirmatiile:
a) sinteza lantului polipeptidic Tncepe cu cap. C - terminal

b) aminoacid initiator la procariote este metionina

¢) donor de formil pentru metionina este N10 formil - FH4

d) formilMet — RNAtfmet se plaseaza in situsul A

e) includerea Met si a fMet necesita o singura RNAt

7. Elongarea in biosinteza proteinelor necesita:
a) complexul de initiere

b) aminoacil - RNALt - sintetaza

c) peptidiltransferaza

d) factorii Tu, Ts, G

e)Ca2+

8. Etapa de elongare in biosinteza proteinelor se caracterizeaza prin:

a) formarea legaturilor peptidice

b) legarea fmet-tRNAfmet in locusul P

c¢) consumul a 2 moli GTP

d) formarea leg. peptidice intre NH2 a AA din situsul P si COOH din situsul A
e) deplasarea cu un codon a ribozomului pe RNAm.

9. Modificarile posttraducere includ:
a) formarea hidroxiprolinei din prolina
b) excizia intronilor

c) acetilarea capatului N - terminal

d) metilarea lizinei, argininei

e) formarea puntilor disulfidice

10. Prelucririle posttranslationale cuprind:

a) excizia unor secvente polipeptidice

b) Tnlaturarea unor componente neproteice (hemul)
c) substitutia unor baze purinice cu cele pirimidinice
d) formarea zimogenilor din enzime active

e) carboxilarea glutamatului

11. Alegeti inhibitorii sintezei proteice la nivelul transcriptiei:
a) Amanitina

b) Rifamicina

¢) Eritromicina

d) Rifampicina

e) Tunicamicina

12. Alegeti inhibitorii sintezei proteice la nivelul translatiei:
a) Tetracicilina

b) Puromicina

c) Streptomicina

d) Cordicepina

e) Neomicina
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Indicatia metodica nr. 10
Totalizare la capitolul ,,Acizii nucleici”

1. Acidul DeoxiriboNucleic (ADN): structura si functii. Dublul helix si conformatiile lui de tip B,

A Z

Nivelurile de compactizare a moleculei de ADN la procariote (nucleoidul) si eucariote

(nucleozomii, cromatina si cromozomii).

. Proprietatile fizico-chimice ale ADN. Denaturarea si renaturarea. Hibridizarea.

. Replicarea ADN la procariote (E.coli) — matrita, substraturile, enzimele si factori proteici.
Mecanismul biochimic si etapele biosintezei ADN.

5. Particularitatile replicarii la eucariote. Telomerele si telomeraza. Rolul si structura telomerazei.

6. Reparatia ADN. Mecanismul. Geneza mutatiilor. Rolul biomedical.

7

8

o

B~ W

. Structura primara, secundara si tertiara a acizilor ribonucleici ({RNA, mRNA, rRNA).
. Transcriptia la procariote (E.coli): matrita, substraturile, enzimele, mecanismul. Inhibitorii
transcriptiei.
9. Particularitatile transcriptiei la eucariote. Modificarile post-transcriptionale ale ARNm.
10. Ribozomii — compozitia chimica si structura la procariote si eucariote.
11. Biosinteza proteinelor la procariote. Etapele.
12. Particularitatile biosintezei proteinelor la eucariote. Modificarile post-translagionale ale
proteinelor. Folding-ul proteinelor.
13. Reglarea biosintezei proteinelor la procariote si eucariote.
14. Inhibitorii medicinali al transcriptiei si translatiei la procariote si eucariote. Mecanismele de
actiune si rolul medical.




