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Analizata si aprobata la sedinta catedrei

din 28.01.2022, proces verbal nr.1

Seful Catedrei de biochimie si biochimie clinica
Stratulat S., conf. universitar, dr. in st. med.

Indicatia metodica nr. 1
Tema: Convorbire introductiva. Importanta biochimiei pentru disciplina Farmacie.
Aminoacizii — structura, clasificarea, rolul biomedical. Structura primara a proteinelor.
Reactiile de culoare ale aminoacizilor

Experienta 1. Identificarea aminoacizilor ce contin sulf (reactia Fol)

Principiul metodei: Ladegradareaproteinelor si peptidelor sub actiunea hidroxidului de sodiu
din gruparile sulthidril se elibereaza sulful sub forma de sulfurd de sodiu, care reactionand cu
plumbitul de sodiu, formeaza precipitatul de sulfura de plumb de culoare neagra sau bruna.

Mod de lucru: La 5 picaturi de ovalbumina se adauga 5 picaturi de reactiv Fol. Amestecul se
pune la fiert. Dupa 1-2 minute de fierbere apare un precipitat negru sau brun de sulfurda de plumb
(PbS).

Rezultat:

Concluzii:

Experienta 2. Reactia xantoproteica (Mulder)

Principiul metodei: Aminoacizii aromatici la fierbere cu HNO; concentrat se supun nitrarii.
Ca rezultat solutia capata o culoare galbena care trece in oranj la adaugare bazei.

Mod de lucru: La 5 picituri de ovalbumina se adauga 3 picaturi de HNO; concentrat. In urma
fierberii, continutul eprubetei se coloreaza in galben. Daca dupa racire in eprubeta adaugam 10-15
picaturi solutie de NaOH 20%, culoarea solutiei devine oranj ca rezultat al obtinerii sarii de sodiu a
dinitrotirozinei.

Rezultat:

Concluzii:

Experienta 3. Reactia cu ninhidrina

Principiul metodei: Ninhidrina interactioneaza cu gruparile alfa-amino ale proteinelor si
aminoacizilor cu formarea unui compus colorat in albastru-violet.

Mod de lucru: La 5 picaturi de ovalbumina se adauga 5 picaturi solutie de ninhidrind 0,5%.
Continutul eprubetei se fierbe 1-2 minute. In cazul prezentei grupelor alfa-amino apare o culoare roz-
violeta, care trece apoi 1n albastra.

Rezultat:

Concluzii:
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Experienta 4. Reactia biuretica (Piotrovschi)
Principiul metodei: Legaturile peptidice (-NH-CO-) ale proteinelor in mediul alcalin

interactioneaza cu CuSO4 formand compusi complecsi colorati in rosu-violet.

Mod de lucru: La 5 picaturi de ovalbumina se adaugd 5 picaturi solutie de NaOH 10% si 2

picaturi solutie de CuSO4 1%. Eprubeta se agitd. Apare culoarea violeta.
Rezultat:

Concluzii:

[u—

(98]

intrebiri pentru autopregitire
Obiectul biochimiei si importanta studiului biochimic pentru disciplina de farmacie.
Proteinele - definitie si rolul biologic.

. Compozitia proteinelor. Aminoacizii proteinogeni. Structura si clasificarea aminoacizilor.

Aminoacizi neproteinogeni.

Proprietatile fizico-chimice ale aminoacizilor liberi: amfotere si electrice. Punctul izoelectric.
Proprietatile fizico-chimice a lanturilor laterale R (radicalilor) ale aminoacizilor: aminoacizi
nepolari (hidrofobi) si polari (hidrofili).

. Structura proteinelor. Niveluri de organizare structural-functionald a proteinelor. Structura primara

a proteinelor. Legatura peptidica. Lantul polipeptidic (Teoria polipeptidicd). Aminoacizii “N” si
“C” terminali.

Principiul metodelor de descifrare a structurii primare (Sanger, Edman, enzimatica)

Antibioticele de natura polipeptidica.

Probleme de situatie

. Divizati urmatorii aminoacizi in grupe conform clasificarii biologice: Thr, Cys, Phe, Gln, His, Met,

Gly, Arg. Scrieti peptida formatd din aminoacizii indispensabili. Dati definitia notiunii, indicati ce
aminoacizi se refera la acest grup si care sunt sursele aminoacizilor indispensabili?

Divizati aminoacizii proteinogeni conform proprietatilor fizico-chimice (completati tabelul):

Aminoacizii Aminoacizii hidrofili Aminoacizii acizi Aminoacizii bazici
hidrofobi fara de sarcina

3.

1.

Scrieti urmatoarele tripeptide: Lyz—Val-Pro; Glu-Pro-Arg; Pro-Asp-His. Evidentiati legaturile
peptidice tipice si atipice. Indicatii deosebirile lor.

Teste pentru autoevaluare
Selectati polimerii biologici:
a) nucleozidele c) glucoza e) colagenul
b) aminoacizii d) ADN
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2. Ce grupe de aminoacizi sunt prezente in proteine?
a) hidroxiaminoacizii d) aminoacizii diaminodicarboxilici
b) aminoacizii homociclici e) tioaminoacizii
c) beta-aminoacizii

3. Ce structuri ciclice intra in componenta aminoacizilor proteinogeni?

a) purina c¢) imidazol e) scatol
b) indol d) pirimidina
4. Selectati proteinele plasmatice cu functie de transport:
a) albuminele c) transferina e) imunoglobulinele
b) protrombina d) proteina C reactiva

5. Selectati proteina plasmatica care participa la coagularea sangelui:
a) transcortina c) fibrinogenul e) prealbumina
b) ceruloplasmina d) transferina

6. Selectati afirmatiile corecte referitoare la serina:
a) este un hidroxiaminoacid
b) are punctul izoelectric in zona de pH bazic
c) este aminoacid esential
d) este derivat al acidului valerianic
e) la pH=4 migreaza spre catod

7. Selectati afirmatiile corecte referitoare la arginina:
a) la pH=3 are sarcina negativa
b) are pH-ul izoelectric in mediul bazic
c¢) In forma hidroxilata intra in structura colagenului
d) este un aminoacid acid
e) contine gruparea guanidind

8. Care afirmatii sunt corecte referitor la metionina:
a) este un derivat al acidului butanoic
b) in structura sa sulful este slab fixat
c¢) la pH-izoelectric aminoacidul migreaza spre catod
d) la pH=4 migreaza spre anod
e) este un aminoacid neesential

Indicatia metodica nr. 2

Tema:Structura proteinelor. Clasificarea proteinelor.
Caracteristica generala a proteinelor simple si conjugate. Proprietatile fizico-chimice a
proteinelor.
Metodele de separare si purificare ale proteinelor

Experienta 1. Identificarea aminoacizilor prin metoda cromatografiei pe hartie

Principiul metodei: Metoda se bazeaza pe diferenta coeficientului de repartitie a aminoacizilor
in apa si solvent organic (butanol), care nu se amesteca cu apa. Viteza migrarii aminoacizilor pe hartie
este direct proportionala cu gradul de dizolvare in butanol.

Mod de lucru: Pe linia de start a benzii de hartie cromatografica (notatd cu creionul simplu la
aproximativ 1 cm) cu ajutorul capilarului se aplica o picatura nu mai mare de 5 mm de amestec de
aminoacizi. Dupa uscare la aer (fixare) banda se introduce intr-un vas inchis cu amestec butanol-apa,




CATEDRA BIOCHIMIE $SI BIOCHIMIE CLINICA
INDICATII METODICE

FACULTATEA FARMACIE, ANUL Il Pag. 4/14

astfel incat lichidul sd ajunga doar pana la linia de start (5 mm). Cu ajutorul dopului banda se fixeaza
vertical fard sa atingd peretii vasului. Dupa 1,5 ore de expunere, la temperatura camerei, banda se
scoate din vas, se noteaza cu creionul simplu hotarul solventului si se usuca (10 minute la temperatura
70-100°C). Ulterior banda se trece prin solutia alcoolica de ninhidrind 0,2% si din nou se usuca la
temperatura de 100°C. Pe cromatograma apar unele pete violete sau galbene localizate la diferite
distante de linia de start.

Cu ajutorul riglei se masoara urmatoarele distante:

1. de la linia de start pana la centrul fiecarei pete (a);

2. de la linia de start pand la hotarul solventului (b).

Raportul dintre distantele parcurse de aminoacid (a) si de solvent (b) poartd denumirea de
coeficient de repartitie (R) specific pentru fiecare aminoacid in conditii standard si se calculeaza
astfel: Rf=a/b. Dupa tabelul cu Rf standard identificim aminoacidul.

Valorile Rf standard

Aminoacidul Rf Aminoacidul Rf

acidul aspartic 0.24 izoleucina 0.72
acidul glutamic 0.30 leucina 0.73
alanina 0.38 lizina 0.14
arginina 0.20 metionina 0.55
asparagina 0.50 prolina 0.43
cysteina 0.40 serina 0.27
fenilalanina 0.68 treonina 0.35
glutamina 0.13 triptofan 0.66
glicina 0.26 tirozina 0.45
histidina 0.11 valina 0.61

Importanta clinico-diagnostica. Metoda permite determinarea atat calitativa, cat i cantitativa
a aminoacizilor in obiectele biologice care are importanti in studierea metabolismului proteic. In
diferite afectiuni ale ficatului, rinichilor si altor organe se constatd modificarea continutului
aminoacizilor in serul sanguin.

Rezultat:

Concluzii:

Experienta 2. Dializa proteinelor
Principiul metodei: Metoda se bazeaza pe separarea macromoleculelor din solutiile coloidale
de substantele micromoleculare cu ajutorul membranelor semipermeabile, care pot fi traversate de
micromolecule, dar sunt impermeabile pentru macromolecule.
Mod de lucru:
1. Intr-un balon se toarnd 20 mL solutie de ovalbumini la care se adaugd 20 picaturi de solutie
saturata de sulfat de amoniu.
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2. Dintr-o foitd de celofan, umezitd in prealabil cu apa distilata, se confectioneaza un saculet in care
se toarna continutul balonului.

3. Saculetul se introduce intr-un pahar cu apa distilatd si se cufunda astfel ca nivelul de lichid in
saculet sa fie mai jos de nivelul apei in pahar.

4. Se efectueaza dializa timp de 90 minute.

5. La finele dializei se iau cate 1 mL de solutie din saculet si din vas si se transferd in 2 eprubete.

6. Cu ambele solutii se efectueaza reactia de identificare a ionului sulfat cu BaCly: la 5 picaturi de
solutie de cercetat se adaugi 3-4 picituri solutie de BaClo de 5%. In prezenta ionului sulfat, reactia
este pozitiva §i se observa aparitia precipitatului de BaSO4, conform ecuatiei:

(NH4)2S04 + BaCl, = 2NH4Cl1 + BaSO4]

7. Cu ambele solutii se efectueaza reactia biuretica cu scopul identificarii proteinelor: la 5 picéturi
de solutie de cercetat se adauga 5 picaturi de NaOH de 10% si 2 picaturi de CuSO4 de 1%. In
prezenta legaturilor peptidice (-NH-CO-) ale proteinelor solutia se coloreaza in roz-violet.

8. Rezultatele experientei se introduc in urmatorul tabel si se trage concluzia despre capacitatea
moleculelor, ce se deosebesc dupd masa moleculara si dimensiuni de a traversa membranele
semipermeabile

Rezultat:
Solutia Substan;ﬂels: Reactia Reactia cu Substan;elev
cercetata prezer%te'pfma la biuretica BaCl prezente Elupa
dializa <Nt dializa
Solutia Protemg - 3
din saculet (ovalbumind), <
(NH4)2SO4 A
Solutia din H,0
vas
Concluzii:

intrebiri pentru autopregiitire

1. Nivelurile de organizare structural-functionald a proteinelor: structura secundara, tertiara si

cuaternard; legaturile specifice ale acestor structuri. Notiune de domen structural si functional.

Clasificarea contemporana a proteinelor.

Proteinele simple, proprietatile lor si particularitatile structurale.

Colagenul: componenta aminoacidicd si structurala.

Proteinele fixatoare de calciu.

Proteinele conjugate: nucleoproteinele, fosfoproteinele, lipoproteinele si altele. Caracteristica

generala.

7. Proprietatile fizico-chimice ale proteinelor: masa moleculard, solubilitatea, proprietatile
amfotere i optice. Sarcina electrica a proteinelor, punctul si starea izoelectrica. Denaturarea
proteinelor.

8. Proprietatile coloidale ale proteinelor: factorii de stabilizare. Starea solutiilor coloidale: sol,
gel, xerogel. Importanta starii de xerogel pentru prepararea §i pdstrarea preparatelor
medicamentoase.

9. Metodele de separare si purificare a proteinelor: salifierea, dializa, electroforeza, gel-filtrarea,
cromatografia de afinitate.

AN
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Probleme de situatie
1. Care din aminoacizi participa la formarea legaturilor covalente in autostructurarea gradului trei de
organizare a moleculei proteice (structurii tergiare)?
2. Colagenul, calmodulina, factorii plasmatici ai coagularii II, VII, IX si X sunt proteine fixatoare de
calciu. Ce particularitate structurald comuna poseda aceste proteine. Care vitamina asigurd realizarea
acestei proprietati? Scrieti reactia respectiva. Care sunt sursele vitaminei? Rolul acestor proteine in
organism.
3. Ce modificare a structurii hemoglobinei este caracteristica pentru anemia cu celule falciforme?
Care sunt cauzele acestei modificari? Ce repercusiuni are modificarea structurii primare asupra
nivelurilor superioare structurale, functiei proteinei $i starii eritrocitelor?
4. Intr-o solutie sunt dizolvate histone si albumine. Alegeti solutia tampon care trebuie utilizati
pentru precipitarea fiecarui tip de proteina: sol. 1 pH=4,0; sol. 2 pH=7,0; sol. 3 pH=11,0. Care este
mecanismul acestei metode de separare a proteinelor individuale din amestecuri?

5. Spre care electrod vor migra albuminele si histonele la pH=7,0, daca linia de start este la mijlocul
distantei dintre anod si catod? Explicati.

6. Principiul metodei de secare liofilda a solutiilor coloidale; utilizarea acestei metode in industria
medicala. Prioritatea acestei metode la prepararea medicamentelor de origine proteica.

Teste pentru autoevaluare

1. Referitor la structura secundara a proteinei sunt corecte afirmatiile:
a) reprezinta aranjamentul lantului polipeptidic intr-o structurd ordonata
b) e stabilitd de interactiuni hidrofobe si ionice
c) este alfa-helixul si beta-structura
d) este stabilizata de legaturi de hidrogen
e) este stabilizata de legaturile peptidice

2. Referitor la alfa-elice sunt corecte afirmatiile:
a) predomina In moleculele proteinelor fibrilare
b) poseda simetrie elicoidala
c) radicalii aminoacizilor participd la stabilizarea alfa-elicei
d) legaturile de hidrogen se formeazd intre gruparile -CO si -NH de pe aceeasi catena
polipeptidica
e) este stabilizata de legaturile peptidice

3. Referitor la structura tertiara a proteinelor sunt corecte afirmatiile:
a) la baza functiondrii proteinelor stau modificarile conformationale
b) este stabilizata de legaturi formate de radicalii aminoacizilor
c) este stabilizata de legaturi de hidrogen formate intre atomii gruparii peptidice
d) in cadrul structurii tertiare, radicalii cisteinei pot forma legaturi ionice
e) in cadrul structurii tertiare, radicalii serinei pot forma legaturi disulfidice

4. Selectati perechile de aminoacizi, radicalii cirora pot forma legaturi ionice:
a) Lys Glu d) Gln Val
b) Trp Ile e) His Met
c) Asp Arg
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5. Referitor la structura cuaternara a proteinelor sunt corecte afirmatiile:
a) este organizarea protomerilor intr-o molecula proteica unica functionala
b) se formeaza prin legaturi intre suprafetele de contact ale domeniior
c) este o structurd rigida
d) se realizeaza doar prin legaturi covalente
e) nu se distruge prin denaturare

6. Selectati proteinele oligomere:
a) hemoglobina (Hb) d) imunoglobulinele
b) mioglobina e) creatinfosfokinaza
c) LDH (lactatdehidrogenaza)

7. Referitor la colagen sunt corecte afirmatiile:
a) lantul polipeptidic prezinta conformatie de alfa-elice clasica
b) contine multe resturi de cisteina
c) se contine doar intracelular
d) unitatea structurald a colagenului este tropocolagenul
e) tropocolagenul se asambleaza in fibrile doar prin legéturi slabe, necovalente

8. pH izoelectric al tetrapeptidei Arg - Lys - His - Ala se afla in zona pH-lui:
a) 3.6-4.0 c) 5.0-7.0 e) 7.7-8.8
b) 4.0-4.5 d) 2,0-3,0

9. Selectati afirmatiile corecte referitoare la solubilitatea proteinelor:
a) proteinele fibrilare sunt usor solubile in apa pura
b) solubilitatea proteinelor depinde de sarcina electricd $i membrana apoasa
c) solubilitatea proteinelor depinde de natura solventilor si temperatura
d) proteinele fibrilare sunt mai solubile ca cele globulare
e) solubilitatea proteinelor este maximala n punctul izoelectric

10. Selectati factorii ce stabilizeaza solutiile proteice:
a) membrana apoasa, ce apare la hidratarea grupelor functionale hidrofile
b) sarcina electrica, dependentd de pH-ul mediului
c) sarcina electricd, dependenta de prezenta radicalilor hidrofobi ai aminoacizilor
d) membrana apoasa, ce apare la hidratarea grupelor functionale nepolare
e) sarcina electrica, dependenta de aminoacizii N- si C-terminali

11. Referitor la salifiere este corecta afirmatia:
a) este hidratarea moleculei proteice
b) este insotita de dehidratarea moleculei proteice
c) este un proces ireversibil
d) reprezintd trecerea micromoleculelor prin membrana semipermeabila
e) afecteaza structurile tertiara si cuaternara ale proteinei

12. Selectati afirmatia corecta referitoare la molecula proteica denaturata:
a) se scindeaza legatura peptidica
b) creste activitatea biologica
c) se distrug structurile secundara, tertiard si cuaternara
d) creste solubilitatea proteinei
e) nu este influentatd mobilitatea electroforetica a proteinei
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13. Selectati proprietatile solutiilor coloidale proteice:
a) putere de difuzie sporitd c) difuzie redusa e) vascozitate redusa
b) vascozitate marita d) proprietati optice

Indicatia metodica nr. 3
Tema: Natura chimica si structura enzimelor.
Vitaminele ca coenzime. Mecanismul de actiune a enzimelor

Experienta 1. Identificarea vitaminelor Bi, B2, Besi PP (Bs)

Identificarea vitaminei B; (tiaminei)

Principiul metodei: Tiamina in mediul alcalin formeaza cu diazoreactivul un compus complex de
culoare oranj.

Mod de lucru: La 5 picaturi de diazoreactiv (care consta din volume egale de solutie de acid sulfanilic
1% si solutie de nitrit de sodiu 5%), se adauga 1-2 picaturi lichid biologic cercetat. Inclinind eprubeta
se picuri atent pe peretii ei 5-7 picaturi de sol. 10% carbonat de sodiu (Na2CO3). In prezenta tiaminei
la hotarul dintre lichide apare un inel colorat in oran;.

Rezultat:

Concluzie:

Identificarea vitaminei B; (riboflavinei)

Principiul metodei: Vitamina B, posedi proprietatea de a se reduce. In formi oxidata vitamina are
culoare galbend, la inceputul reactiei de reducere are culoare roza, care in cele din urma se
decoloreaza, deoarece forma redusi a vitaminei este incolora.

Mod de lucru: intr-o eprubeti se iau 10 picaturi de lichid biologic cercetat, se adauga 5 picituri de
acid clorhidric concentrat si o granuld de zinc metalic. In prezenta riboflavinei se observa degajarea
bulelor de hidrogen, lichidul galben se coloreaza treptat in roz, dupa care se decoloreaza.

Rezultat:

Concluzie:

Identificarea vitaminei PP (Bs)

Principiul metodei: La interactiunea vitaminei PP cu acetatul de cupru se formeazd un precipitat
albastru al sarii de cupru a acidului nicotinic.

Mod de lucru: Se agita solutia de acetat de cupru 5% si se adauga 20 picéturi lichid biologic cercetat.
Eprubeta se incilzeste pana la fierbere si dupd aceea se riceste intr-un jet de apa rece. In prezenta
nicotinamidei la fundul eprubetei se depune un precipitat de culoare albastrd de sare de cupru a
acidului nicotinic.

Rezultat:

Concluzie:

Identificarea vitaminei B¢ (piridoxinei)

Principiul metodei: Vitamina Bs reactionand cu clorura de fier formeaza o sare complexa de tipul
fenolatului de fier de culoare rosie.

Mod de lucru: La 5 picaturi de lichid biologic cercetat se adauga un volum egal solutie de clorura
de fier 1%. Amestecul se agiti. In prezenta piridoxinei apare o coloratie rosie.

Rezultat:

Concluzie:
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intrebiri pentru autopregitire

1. Notiuni despre enzime, natura chimica si rolul biologic al enzimelor.
2. Dovezile naturii proteice a enzimelor. Structura enzimelor. Proenzimele (zimogenii).
3. Centrul activ si centrul alosteric al enzimelor.
4. lIzoenzimele si rolul lor.
5. Cofactorii enzimelor. Vitaminele in calitate de coenzime.
a) Structura chimica si rolul biologic al vitaminelor B1, B2, Bg, PP, biotinei, acidului folic si acidului
pantotenic.
b) Vitaminele ca preparate farmaceutice.
6. Mecanismul de actiune a enzimelor. Energia de activare a reactiilor enzimatice.
Ipoteza “cheie-lacat” (Fisher) si “coincidenta fortatd” (Koshland).
7. Nomenclatura si clasificarea enzimelor. Clasele si subclasele. Codificarea enzimelor.
Probleme de situatie
1. E posibil de separat din enzime centrele active, pastrandu-le integritatea structurala si functionald?

2.

4.

5.
6.

7.

Explicati.
Toate enzimele poseda centre alosterice? Ce denumire mai poartd acestea enzime? Care este
mecanismul lor de reglare?

. Aceste enzime poseda structurd si proprietati fizico-chimice diferite, dar catalizeaza aceeasi reactie.

Frecvent ele sunt proteine oligomere formate din monomeri diferiti. Aceste enzime sunt: alosterice,
izoenzime, proenzime sau zimogeni? Dati exemple concrete de asemenea enzime si explicati care
este valoarea lor clinico-diagnostica.

Explicati de ce enzimele proteolitice gastrice si pancreatice se produc si secretda in formd de

proenzime neactive? Care este mecanismul activarii lor?

Determinati clasa, subclasa si subsubclasa urmatoarelor enzime: a) amilazei; b) pepsinei; ¢) lipazei.
La ce clasa de enzime se referd fermentul care catalizeaza reactia:

{I.:!'}U-' COOr
H-C—0OH C=0
“00G—G—H o » H-CH
. : = :
H gm’: NAD' N co, E;{;‘
NADH
+ H*Y

Ce vitamina reprezintd fragmentul activ al coenzimei?
Care este mecanismul actiunii coenzimei?
Care sunt consecintele metabolice si fiziologice ale carentei acestei vitamine?
Care este rolul vitaminelor in metabolism si activitatea vitala a organismului? Ce modificari

metabolice ilustreaza stérile de hipo- si avitaminoza?

1.
a) este o linie franta in molecula enzimei
b) reprezintd un plan in molecula proteica
c) este structurd compusa unicala tridimensionala
d) este un punct din structura tertiara a enzimei
e) reprezinta locul de legare a modulatorilor

Teste pentru autoevaluare
Selectati afirmatia corecta referitoare la centru activ (CA) al enzimelor:
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2. Referitor la centrul activ (CA) al enzimelor sunt corecte afirmatiile:
a) CA este partea enzimei care fixeaza substratul

b) grupele functionale din CA apartin aminoacizilor amplasati succesiv in lantul polipeptidic

c) la enzimele compuse CA contine si gruparea prostetica
d) CA al enzimelor simple contine coenzima
e) CA se formeaza in baza structurii secundare

3. Indicati afirmatiile corecte referitoare la substrat:
a) substratul este compusul asupra caruia actioneaza enzima
b) toate enzimele fixeaza numai un singur substrat
c) unele enzime interactioneaza cu cateva substraturi
d) substratul se leaga ireversibil la centrul activ al enzimei
e) substratul nu este modificat in procesul de cataliza

4. Referitor la centrul alosteric al enzimelor sunt corecte afirmatiile:
a) este separat spatial de centrul activ
b) contine gruparea prostetica
c) este caracteristic tuturor enzimelor
d) este,,sinonim” cu centrul activ
e) este locul in care se fixeaza activatorii si inhibitorii

5. Referitor la mecanismul de actiune a enzimelor sunt corecte afirmatiile:
a) in procesul de cataliza are loc formarea complexului enzima-substrat [ES]

b) complexul ES e o structura rigida, stabila
c) complexul ES nu disociaza
d) enzimele scad energia de activare a reactiei chimice

e) formarea complexului ES este ultima etapd a mecanismului de actiune a enzimei

6. Selectati afirmatiile corecte referitoare la mecanismul de actiune a enzimelor:

a) in complexul ES substratul nu se modifica

b) 1in complexul ES substratul se deformeaza

c) in cadrul activitatii enzimatice poate avea loc cataliza covalenta

d) in cadrul activitatii enzimatice poate avea loc cataliza acido-bazica

e) la interactiunea substratului cu enzima se modifica atat structura enzimei, cat si a substratului

7. Ce functii indeplinesc cofactorii in cadrul activititii enzimatice?
a) stabilizeaza conformatia activa a enzimelor
b) nemijlocit indeplinesc functie catalitica
c) determina specificitatea de actiune a enzimei
d) leaga substratul la enzima
e) determind directia reactiei chimice

8. Selectati enzimele din clasa ligazelor:
a) argininosuccinatliaza c) piruvatcarboxilaza e)
b) citratsintaza d) glutaminsintetaza

9. Selectati enzimele care se refera la oxidoreductaze:
a) fenilalaninhidroxilaza c) xantinoxidaza e)
b) fumaraza d) glutationreductaza

glucokinaza

succinatdehidrogenaza
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Indicatia metodica nr. 4
Tema: Cinetica reactiilor enzimatice. Reglarea activitatii enzimatice

Experienta 1. Determinarea activitatii o-amilazei urinare cu substrat stabil de amidon
(metoda Caraway)

Principiul metodei: a-amilaza scindeaza amidonul cu obtinerea produsilor finali care nu se
coloreaza cu solutia de iod. Activitatea amilazei se apreciazd dupa micsorarea cantitatii de amidon
scindat.

Mod de lucru: Experiente se efectueazi in eprubete calibrate de 10 ml!

Nr. Reagent Eprubeta de experienta Eprubeta martor

1. | Solutie de amidon 1 mL 1 mL

(contine 0,0004 g amidon) (contine 0,0004 g amidon)
2. | Incubare 5 minute in baia de apa la
temperatura de 37°C i
3. | Urina 0,02 mL -
4. Amestecul se agiti sise introduce din nou in baia de apa la 37°C exact 7,5 minute
(calculul timpului se face din momentul addugarii urinei)

5. | Solutie de iod 1 mL 1 mL

6. | Urina - 0,02 mL

7. | HoO dist. pana la 10 mL pana la 10 mL

8. Imediat se determind densitatea optica asolutiilor din eprubeta de martor (Enm) si de

experientd (Eexp) fata de apa distilatala fotocolorimetru (filtrul rosu, A=630-690 nm)
in cuve de 10 mm.
Calculul: 1n unitatii SI activitatea amilazei se exprimd in grame de amidon hidrolizat de
cantitatea de enzima care se contine intr-un litru de urina timp de o orad de incubare la temperatura de
37°C. Calculul se face conform formulei:

Activitatea amilazei (g/oriaeL) = [(Em — Eexp) / Em] © 0,0004 ¢ 8 50000 = [(Em — Eexp) / Em] ¢ 160,

unde:

Em — extinctia probei martor;

Eexp— extinctia probei de experienta;

0,0004 — cantitatea de amidon 1n proba (g);

8 — coeficientul de transformare la o ora de incubare (60 min : 7,5 min = 8);

50000 — coeficientul de transformare la 1 L de urina (1000 mL : 0,02 mL = 50000).
Valorile normale ale activitatii amilazei din urind — 20-160 g/ora-L.

Valoarea diagnosticd. In pancreatitele acute si parotitele epidemice se observa cresteri
importante ale a-amilazei In sange si urind. Cresteri moderate se depisteazd in pancreatitele
cronice, litiazd pancreatica, tumori ale pancreasului, litiaza biliard, ulcerul gastric, insuficienta
renald cronica si, uneori, dupa administrarea de opiacee (morfina, codeina, papaverina etc.).

Rezultat:

Concluzii:
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intrebiri pentru autopregitire

1. Proprietatile generale ale enzimelor (termolabilitatea, specificitatea), actiunea pH-ului asupra
activitatii enzimatice.

2. Cinetica reactiilor enzimatice (influenta concentratiei substratului si a enzimei, influenta
inhibitorului).

3. Activarea enzimelor (proteoliza partiala, activarea alosterica, autostructurarea cuaternara,
modificarea covalentd, cofactorii ca modulatori).

4. Mecanismele de inhibitie (specificd si nespecifica, reversibild si ireversibild, alostericd si
competitiva, prin exces de substrat). Utilizarea mecanismului de inhibitie competitiva in terapie si
toxicologia clinica.

5. Organizarea enzimelor 1n celuld (ansamblurile enzimatice, compartimentalizarea). Reglarea
activitatii enzimatice in celula — retroinhibitia.

6. Enzimele organospecifice. Modificarea activitdtii enzimatice 1in diferite afectiuni

(enzimodiagnosticul)

7. Utilizarea enzimelor in terapie. Intrebuintarea enzimelor imobilizate in medicina.

8. Metodele de obtinere si purificare a enzimelor. Cromatografia de afinitate.

9. Unitatile de activitate a enzimelor.

Probleme de situatie
1. Oxidazele L-aminoacizilor catalizeaza transformarea diferitor L-aminoacizi, dar nu pot oxida D-
aminoacizii. Ce tip de specificitate poseda aceste enzime? Ce este caracteristic pentru acest tip de
specificitate? Ce alte enzime umane poseda acest tip de specificitate?

2. Lactat dehidrogenaza catalizeaza reactia:
Lactate Dehvdrogenase

coor NADH+H" NAD"  cooH

| |

Cc=0 CHOH

| +— |

CHs CHs
pyruvate lactate

Care ar putea fi principiul general al determinarii activitatii enzimei? Ce unitdti de masura a activitagii
enzimelor cunoasteti? Ce releva ele?

3. Ce mecanism de actiune posedad sulfanilamidele, fluoruracilul si alopurinolul? De ce depinde
eficienta tratamentului cu aceste medicamente? Explicati.

4. In pancreas se sintetizeaza enzime care participa la procesul de digestie. Prin metoda de uscare
liofila si triturarea ulterioard se obtine preparatul pancreatina. Cum vom proceda pentru identificarea
enzimelorcare se contin in acest preparat?

Teste pentru autoevaluare

1. Referitor la influenta pH-ului asupra activitatii enzimelor sunt corecte afirmatiile:
a) fiecare enzima are pH-ul sau optimal de actiune
b) pH-ul optim pentru pepsina este 7-8
c) pH-ul nu modifica activitatea catalitica a enzimei
d) pH-ul optim al tripsinei este 1-2
e) pH-ul influenteaza disocierea grupelor functionale ale enzimei
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2. Selectati afirmatiile corecte referitoare la termolabilitatea enzimelor:
a) la temperatura mai inaltd de 50°C majoritatea enzimelor denatureaza
b) termolabilitatea e determinata de coenzima
c) temperatura optimald pentru majoritatea enzimelor este de 20-40° C
d) la temperatura mai inaltd de 50°C activitatea majoritatii enzimelor creste
¢) la temperaturd scazutd, mai joasd de 100 C, activitatea enzimelor nu se modifica

3. Referitor la inhibitia competitiva sunt corecte afirmatiile:
a) inhibitia se inlatura prin exces de substrat
b) reprezintd o inhibitie ireversibila
c) inhibitorul se aseamana dupa structura cu substratul
d) e posibild simultan fixarea substratului si a inhibitorului
e) inhibitorul se leaga in centrul alosteric

4. Referitor la succinatdehidrogenaza (SDH) si reglarea activititii ei sunt corecte afirmatiile:

a) face parte din clasa transferazelor

b) acidul malonic provoaca o inhibitie reversibila a SDH

c) la inhibitie se modificd structura primara a enzimei

d) inhibitia SDH nu depinde de concentratia acidului malonic

e) SDH catalizeaza reactia: Succinat + FAD —Fumarat + FADH»

5. Selectati afirmatiile corecte referitoare la creatinfosfokinaza (CPK):
a) CPK este compusa din lanturile M si H, prezentand 3 izoenzime
b) CPK este compusa din lanturile M si B, prezentand 5 izoenzime
c) CPK este un dimer alcatuit din asocierea lanturilor M si B

d) cresterea concentratiei serice a izoenzimei MB este caracteristica pentru ciroza hepatica

e) cresterea concentratiei serice a izoenzimei BB este prezenta in infarctul miocardic

6. Referitor la amilaza si activitatea ei sunt corecte afirmatiile:
a) enzima face parte din clasa hidrolazelor
b) activitatea amilazei creste in sdnge In miozita
c) activitatea amilazei se méreste in sdnge 1n pancreatite
d) enzima este sintetizata de celulele stomacului
e) amilaza scindeaza celuloza

7. Referitor la enzimele alosterice sunt corecte afirmatiile:
a) cinetica reactiilor alosterice e asemanatoare cu cea a enzimelor obisnuite
b) efectorii fixdndu-se 1n centrele alosterice nu modifica conformatia enzimei
c) modulatorii se leagd covalent in centrul activ al enzimei
d) modulatorii alosterici se leaga reversibil in centrele alosterice
e) substraturile si produsele reactiei enzimatice nu pot fi efectori alosterici
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Indicatia metodica nr. 5
Totalizare la capitolul “Chimia proteinelor si enzimelor”

Obiectul biochimiei si importanta studiului biochimic pentru disciplina de farmacie.

Rolul biologic al proteinelor.

Structura si clasificarea aminoacizilor.

Teoria polipeptidica a structurii proteinelor. Aminoacizii “N” si “C” terminali.

Antibioticele de natura proteica.

Nivelurile de organizare a proteinelor: structura primard, secundara, tertiara si cuaternard; legaturile
spec1ﬁce ale acestor structuri. Notiune de domen structural si functional.

7. Principiul metodelor de descifrare a structurii primare, secundare, tertiare si cuaternare a moleculei
proteice (Sanger, Edman, enzimatice, peptidelor suprapuse, spectroscopia in infrarosu, metoda
rentgenostructurald, rezonanta magnetica nucleara).

8. Clasificarea contemporanad a proteinelor.

9. Proteinele simple, proprietatile lor si particularitatile structurale.

10. Colagenul: componenta aminoacidica si structurala.

11. Proteinele fixatoare de calciu.

12. Proteinele conjugate: nucleoproteinele, fosfoproteinele, lipoproteinele si altele. Caracteristica
generala.

13. Proprietatile fizico-chimice ale proteinelor: masa moleculara, solubilitatea, proprietatile amfotere si
optice.

14. Proprietatile coloidale ale proteinelor: factorii de stabilizare. Starea solutiilor coloidale: sol, gel,
xerogel. Importanta starii de xerogel pentru prepararea si pastrarea preparatelor medicamentoase.

15. Punctul si starea izoelectrica, sarcina electrica a proteinelor.

16. Salifierea, denaturarea si hidroliza proteinelor. Factorii care influenteaza aceste procese.

17. Metodele de separare si purificare a proteinelor: salifierea, electroforeza, gel-filtrarea, cromatografia
de afinitate si dializa.

18. Notiuni despre enzime, natura chimica si rolul biologic al enzimelor.

19. Dovezile naturii proteice a enzimelor. Structura enzimelor. Proenzimele (zimogenii).

20. Centrul activ si centrul alosteric al enzimelor.

21. Izoenzimele sirolul lor.

22. Cofactorii enzimelor. Vitaminele 1n calitate de coenzime.

23. Structura chimica si rolul biologic al vitaminelor B;, B,, Bs, PP si a biotinei.

24. Vitaminele ca preparate farmaceutice.

25. Mecanismul de actiune a enzimelor. Energia de activare a reactiilor enzimatice.

26. Ipoteza “broasca-cheie” (Fisher) si “coincidenta fortatd” (Koshland).

27. Nomenclatura si clasificarea enzimelor. Clasele si subclasele. Codificarea enzimelor.

28. Proprietatile generale ale enzimelor (termolabilitatea, specificitatea), actiunea pH-ului asupra
activitatii enzimatice.

29. Cineticareactiilor enzimatice (influenta concentratiei substratului si a enzimei, influenta inhibitorului).
30. Activarea enzimelor (proteoliza partiala, activarea alosterica, autostructurarea cuaternara, modificarea
covalentd, cofactorii ca modulatori).

31. Mecanismele de inhibitie (specifica si nespecifica, reversibila si ireversibild, alosterica si competitiva,
prin exces de substrat). Utilizarea mecanismului de inhibitie competitiva in terapie i toxicologia clinica.
32. Organizarea enzimelor in celula (ansamblurile enzimatice, compartimentalizarea). Reglarea activitatii
enzimatice in celula — retroinhibitia.

33. Enzimele organospecifice. Modificarea activitatii enzimatice in diferite afectiuni (enzimodiagnosticul)
34. Utilizarea enzimelor in terapie. Intrebuintarea enzimelor imobilizate in medicina.

35. Metodele de obtinere si purificare a enzimelor. Cromatografia de afinitate.

36. Unitatile de activitate a enzimelor.

Ok
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