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CUM SA LUCRATI CU CAIETUL

1. Pana sa treceti la rezolvarea sarcinilor din caiet cititi (luagi cunostintd) informatia
si imaginile de la tema respectiva din prelegere si manual.

Rezolvati sarcinile consecutiv.

Formulati concluzii la finele fiecarei lectii.

Luati cunostinta cu finalitatile lectiei respective si apreciati realizarea lor.

Nu Va limitati numai la informatia din prelegere si manual. Selectati informatii
suplimentare, folosind adrese electronice si bibliografia suplimentara.
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Faceti cunostinta cu principalele tehnici de invatare si ce trebuie sa faceti pentru a
rezolva sarcinile propuse:

Observatie
1. Identificati elementele caracteristice unor celule/tesuturi/organisme sau fenomenelor
biologice.

2. Descrieti aceste elemente sau fenomene.
Analiza

1. Descompuneti imaginar intregul in parti componente.

2. Evidentiati elementele esentiale.

3. Studiati fiecare element ca parte componenta a intregului.
Analiza schemei/figurii

1. Selectati informatia necesara.

2. Recunoasteti in baza cunostintelor si informatiei selectate structurile indicate in schema,

desen.
3. Analizati functiile/rolul structurilor recunoscute.
Comparatie

Analizati primul obiect/proces dintr-o grupa si determinati trasaturile lui esentiale.

Analizati cel de-al doilea obiect/proces si stabiliti particularitatile lui esentiale.

Comparati obiectele/procesele si evidentiati trasaturile lor comune.

Comparati obiectele/procesele si determinati deosebirile.

Stabiliti criteriile de deosibire.

. Formulati concluziile.

Clasificare

1. Identificati structurile/procesele pe care trebuie sa le clasificati.

2. Determinati criteriile Tn baza carora trebuie sa faceti clasificarea.

3. Repartizati structurile/procesele pe grupe dupa criteriile stabilite.

Elaborarea schemei

1. Selectati elementele, care trebuie sa figureze in schema.

2. Redati elementele alese prin diferite simboluri/culori si indicati relatiile intre ele.

3. Formulati un titlu adecvat si legenda simbolurilor folosite.

Modelare

1. Identificati si selectati elementele necesare pentru modelarea fenomenului.

2. Imaginati-va (grafic, schematic) fenomenul studiat.

3. Realizati fenomenul respectiv folosind modelul elaborat.

4. Formulati concluzii, deduse din argumente sau constatari.

Experiment

1. Formulati o ipoteza, pornind de la fapte cunoscute, cu privire la procesul/fenomenul
studiat.

2. Verificati ipoteza prin realizarea proceselor/fenomenelor studiate in conditii de laborator.

3. Formulati concluzii, deduse din argumente sau constatari.

ocoarwnE
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Lucrul cu sursele informationale

Cititi prelegerea sau materialul din manual la tema respectiva, cu atentie.
Cititi intrebarile din tema, care necesita o reflectie asupra subiectului.

Faceti cunostinta cu lista surselor informationale suplimentare (manuale,
monografii, articole stiintifice, adrese electronice) la tema respectiva.
Selectati sursa de informatie suplimentara la tema respectiva.

Parcurgeti textul selectiv, desprinzand ideile principale (subiectul).

Cititi textul 1n intregime, cu atentie.

Scrieti continutul esential.

Formulati generalizari si concluzii referitoare la importanta temei/subiectului.



LUCRAREA PRACTICA Nr. 1
SISTEME BIOLOGICE

Organismele vii, indiferent de complexitate, inclusiv si organismul uman, au un principiu
comun de organizare, ce le determind sa fie sisteme ce se autoreproduc, se autoreinnoiesc si au
capacitate de autoreglare. Particularitatile de structura si functie a unui organism viu, de regula,
sunt codificate in macromoleculele de ADN si realizate prin sinteza moleculelor de ARN si
proteine. Proteinele reprezintad substratul molecular al tuturor structurilor, proprietatilor si
functiilor organismului viu. Astfel, organismul viu reprezinta un complex de biopolimeri (acizi
nucleici, proteine, hidrati de carbon si lipide) ce interactioneaza specific, asigurand formarea si
functionarea unor sisteme deschise, capabile sid perpetueze prin succesiunea generatiilor.
Unitatea structural-functionala a materiei vii este celula, iar calitatea vietii, in primul rand,
depinde de calitatea genomului si proteinomului celular. Important de accentuat, cd orice proces
patologic poate avea la baza modificari celulare:

- defecte metabolice;
defecte structurale;

- defecte de semnalizare;

- defecte In contactele celulare; etc.

Incercand s cunosti mai bine organizarea si functionarea celulei / celulelor, ai sanse s
intelegi mecanismele de producere a bolilor umane si caile de rezolvare a proceselor patologice.
Medicina secolului XXI este 0 MEDICINA MOLECULARA.

Multe dintre aspectele organizarii si functionarii sistemelor vii au fost studiate la gimnaziu
si liceu. Reamintindu-va cele invatate, ascultand atent prelegerea cu tema data si citind capitolul 1
din ,,Curs de Biologie moleculard” Incercati sa puneti in discutie urmatoarele subiecte:

1. Proprietatile fundamentale si formele de organizare ale materiei vii;
2. Nivelurile de organizare ale materiei vii;
3. Componentele necesare pentru autorepreoducerea, autoreglarea si autoreinnoirea

organismelor vii;

4. Caracteristica comparativa a formelor celulare si acelulare de viata;
5. Importanta teoreticd si practica a cunoasterii particularitatilor de organizare si functionare

a celulei eucariote;

6. Substratul molecular al organismului viu.

1. Definiti notiunile:
v" Sistem biologic:

v" Celula eucariota:

v" Celula procariota:

v Virus:;

v Autoreproducere:

v Autoreglare:

v' Autoreinnoire:

v Genom:;




v" Proteinom:

v' Tesut:

v" Organ:

2. Completati tabelul: ,,Discretia si integritatea organismului uman”

Nivele de Particularititi de Mecanisme de

. . Rol biologic Exemple, tipuri
organizare organizare formare

Celula

Tesuturi

Organe

Sisteme de
organe

Organismul
uman

3. Completati tabelul: ,,Caracteristica comparativa a diferitor celule umane”. Incercati sa
gasiti principalele asemanari si deosebiri intre diferite celule ale unui organism

Celula epiteliala Celula nervoasa Ameloblast Limfocit

Structura

Forma

Functia

Originea

Particularitati
importante

* NB: In organismul uman se disting in jur de 200 tipuri de celule, toate provin din celula zigot,
contin material genetic identic, structura asemanatoare si functie diferita.




4, Completati tabelul:

»Componente celulare generale” si

faceti

comparativa a celulei eucariote, celulei procariote si virusilor

0 caracteristica

Compartimentele

celulare

Functii majore

Celula eucariota

Celula procariota

Virusul

Plasmalema

Citosolul

Nucleul

Mitocondriile

Reticul
endoplasmatic

Ribosomii

Aparatul Golgi

Lizosomii

Peroxisomii

Centrozomul

Analizand tabelul de mai sus completat evidentiati:
a) principalele asemanari intre celula eucariota si procariota:

b) principalele deosebiri intre celula eucariota si procariota:

C) principalele deosebiri intre celuld si virus:




5. Analizati figura si completati legenda. Gatiti relatia dintre principalii biopolimeri.
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6. Analizati figurile ce sugereaza biogeneza biopolimerilor.

Catena codogend
ARN-polimeraza (netranscrisd)

Ribopuclectid

S .
~ Catena anticodegena
(transcrisa)
Amino.
directia transcriptiei

Replicarea Transcriptia Translatia
Rol biologic: Rol biologic: Rol biologic:
Responsabili: Responsabili: Responsabili:
Finalitati:

1. Sa cunoasteti definitia si proprietatile de baza a sistemelor biologice.

2. Sa stiti substratul molecular al viului.
3. Sa intelegeti de ce celula este unitatea structural-functionald a organismului uman si

unitatea patologica in bolile umane.



Test de autoevaluare:

1. Completati spatiile din frazele de mai jos:
a. Proprietdtile fundamentale ale organismelor vii sunt ,
si )
b. Unitatea structural-fundamentald a organismului viu este
c. Macromoleculele principale ale sistemelor biologice sunt

1 ] ) .

d. Programul biologic al celulei si organismului in intregime este inscris in
moleculele de si realizat prin sinteza moleculelor de pentru
formarea Necesare activitatii vitale.

2. Analizati atent imaginea si identificati componentele celulare indicand cifrele
corespunzatoare:

Membrana plasmaticd

Nucleul _;

Mitocondria _;

RE neted _;

RE rugos __;

Aparatul Golgi _;

Lizosom __;

Peroxizom _;

Ribozom _;

Centrozom _;

Citosol __.

AT S@ oo o0 o

3. In spatiile de mai jos scrieti organitul celular responsabil de functiile corespunzétoare:
a. Bariera dinte mediul intra- si extracelular - ;

b. Coordoneaza toate activitatile celulare - ;
c. Biogeneza ribozomilor - ;

d. Biogeneza lizosomilor - ;

e. Sinteza proteinelor - ;

f. Sinteza si procesarea proteinelor - ;

0. Maturizarea si sortarea proteinelor - ;
h. Digestia intracelulara - ;

I. Sinteza lipidelor - ;

J. Detoxifierea xenobioticilor - ;

K. Neutralizarea metabolitilor celulari - ;
I. Sinteza ATP-ului celular - ;

m. Scindarea ATP-ului celular - ;

n. Confera forma celulei - ;

0. Biogeneza microtubulilor -

4. Analizati sirul si excludeti notiunea ce nu se potriveste lantului logistic: sinteza,
biogeneza, polimerizare, formare, scindare, asamblare.
Argumentati excluderea.
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5. Analizati schema si asociati procesele din imagine cu notiunile din coloana din dreapta:

¢ ¢ ) .
A \RTC S S— % A.  Sinteza macromoleculei;
$otesee B. Polimerizarea

micromoleculelor;

Scindarea macromoleculei;
Denaturarea macromoleculei;
Renaturarea macromoleculei;
Lizarea macromoleculei;
Ligarea macromoleculei;

GmMmo o

6. Clasificati componentele celulare completand diagrama:
Aparat Golgi; Axoni; Centrioli; Cili; Dendrite; Flageli, Incluziuni, Lizosomi;
Microvilozitati; Mitocondrie; Peroxisomi; Ren; REr; Ribozomi; Vacuole; Vezicule.

Organite
generale:
membranare: amembranare:
CELULA
UMANA
Organite Formatiuni
speciale provizorii
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LUCRAREA PRACTICA Nr. 2
MACROMOLECULE

Acizii nucleici, proteinele, lipidele si hidratii de carbon sunt biopolimeri care au masa
moleculard mare, structurd, forma, proprietati si functii foarte variate.

ADN-ul reprezintdi molecula ereditatii si variabilitatii, care specifica programul de
organizare si functionare a celulei / organismului pluricelular. Prin replicarea ADN-ului se
transmit trasaturile caracteristice celulei date / organismului dat — altor generatii (celulelor,
copiilor).

Moleculele de ARN sunt copii scurte de pe anumite secvente ale ADN-ului (gene), care
asigurd realizarea informatiei codificate In secvente specifice de aminoacizi pentru sinteza
diferitor tipuri de proteine. Codul genetic este universal pentru toate organismele vii si este
format din secventa celor patru tipuri de nucleotide (A, G, C, T), care combinandu-se diferit
determina o anumita combinatie a aminoacizilor in proteina.

Proteinele sunt molecule caracteristice organismului, care prin diversitatea lor structurala
si proprietatile lor variate fizico-chimice asigura toate procesele biochimice, fiziologice din
celuld si organism, fiind substratul material al tuturor structurilor organismelor vii.

Lipidele, in special datorita proprietatilor lor hidrofobe, reprezintd materialul principal de
constructie a barierelor biologice — membranelor celulare si intracelulare.

Hidratii de carbon reprezinta substratul energetic principal in celuld. Complexul de
biopolimeri al unei celule sau organism interactioneaza specific, formeaza complexe
supramoleculare asigurand discretia si integritatea sistemului biologic pe care il reprezinta.
Biopolimerii, de regula, sunt sintetizati din anumite tipuri de monomeri conform programului
codificat in moleculele de ADN si mediat de proteine — enzime, proteine reglatoare, hormoni.

Genomul uman este reprezentat de 46 molecule de ADN nuclear si cateva zeci de
molecule de ADN mitocondrial. Produsii genelor nucleare si mitocondriale formeaza
proteinomul celulei, care determina calitatea si longevitatea vietii celulei si organismului. Sunt
cunoscute si bine definite circa 9000 de boli umane moleculare, cauza carora sunt modificari
nucleotidice la nivel de ADN, iar mecanismul patologic are la bazd un defect al proteinei
codificate. Sute de laboratoare de geneticd pe toate continentele, au ca scop cercetarea genelor
umane normale si mutante, legatura dintre mutatie si patologie si incearca sa producad noi
generatii de medicamente pe baza de inginerie genetica.

Subiecte pentru discutie:
Macromoleculele principale dintr-un organism viu.
Legatura logica intre ADN, ARN si proteine.
Locul proteinelor in celula.
Proprietatile si functiile biopolimerilor.
Relatia intre structura, forma si functia proteinelor.
Proprietatile acizilor nucleici.

oukrwdE

)

. Definiti notiunile:
v" Macromolecula:

v' Biopolimer:

v" Monomer;

v' Legatura covalenta:
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v’ Structura primara:

v" Aminoacid:

v" Polipeptid:

v" Nucleotid:

v Replicare:

v' Heterogenitate:

v" Polimorfism:

v Secventi nucleotidica:

v' p.b. (p.n)

v" ARNL:

v" ARNm:

v" ARNTr:

v’ 40S:

v 60S:

2. Completati tabelul: ,,Caracteristica generala a macromoleculelor”

Macromolecula Localizarea in celula Functii

ADN

ARN

Proteine

Polizaharide

Lipide

*#* Comparati cunostintele pe care le aveati la acest subiect cu elementele pe care le-ati aflat
din cursul dat.

13



3. Completati tabelul: ,,Caracteristica comparativa a acizilor nucleici si proteinelor”.

Caracteristici ADN ARN Proteine

Monomeri

Legaturi covalente

Structura primara

Structura secundara

Structura tertiara

Structura cuaternara

Modul de sinteza

Locul sintezei

Locul maturizarii

Localizarea in celula

Nr. de tipuri de
molecule 1n celula
umana

Analizand tabelul de mai sus gasifi ce relatie exista intre aceste molecule:

14



4. Completati tabelul: ,,Proprietitile moleculelor de ADN, ARN si proteine”

Proprietatea

ADN

ARN

Proteine

Replicarea

*

*

*

Repararea

Denaturarea

Renaturarea

Eterogenitatea

Variabilitatea

Recombinarea

Hibridarea

Flexibilitatea

Fragilitatea

Sarcina electrica

* Rol biologic

5. Completati tabelul: ,,Particularititi de organizare a biopolimerilor ”

Complexe
supramoleculare

Componente moleculare

Rol biologic

DNP

RNP

Lipoproteide

Glicoproteide

15




6. Completati tabelul: ,,Caracteristica moleculelor de ADN ale celulelor umane”

Molecule de ADN

Tipuri de secvente

Functii

Diversitate

ADN nuclear

Gene structurale

Gene ARNr

Gene ARNt

Secv.centromerice

Secv.telomerice

Secv.minisateliti

Secv.microsateliti

Transpozoni

ADN mitocondrial

Gene structurale

Gene ARNr

Gene ARNt

7. Completati tabelul: ,,Caracteristica moleculelor de ARN”

Tipurile ARN

Functii

Numarul de variante
in celula

Locul sintezei

ARNmM

ARNTr

ARNt

ARNSsNn

ARNSsC

8. Gasiti relatia:

ex.. ADN 5 ..ATGGTCCATACAGTTAGCTCGTAACTAATGCAT...3

ARNmM

l

Proteina

3.

5.

a) Definiti relatia ADN — ARN — proteina

b) Ce rol are ADN in sinteza ARN?

c) Cerol are ARNm in sinteza proteinei?

d) Cerol are ADN in sinteza proteinei?

16




9. Analizati figura de mai jos, descifrati legenda:

10

CoNoA~WNE
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Cum se formeaza structura primara si care-i rolul ei?

Cum se formeaza structura secundara si care-i rolul ei?

Cum se formeaza structura tertiara si care-i rolul ei?

Cum se formeaza structura cuaternara si care-i rolul ei?

10. Completati tabelul: ,,Clasificarea proteinelor”

Exemple de Functii Localizare in celula
proteine
Actina Asigura formarea microfilamentelor citoscheletului
Alcool- Neutralizarea alcoolului
dehidrogenaza
Aquaporine Transportul H20
ATP-aza Catalizeaza procesul de scindare a ATPului
Cat*-ATPaza Transportul activ al ionilor de Ca
Carioforine Exportine si importine nucleare
Catalaza Scindeaza H202
Citocrom-oxidaze | Detoxifierea medicamentelor si a altor xenobiotici
Cl-ATPaza Transportul activ al ionilor de Cl
Clatrina Determina formarea veziculelor de transport de la/spre
plasmalema
Co|agen Detf:rmir_lé structura matricei extracelulare a tesutului
conjunctiv
Cu**-ATP-aza Transportul activ al ionilor de Cu
Factori de Regleaza formarea trombului si hemostaza
coagulare
Factori de Regleaza proliferarea unui anumit tip de celule pentru cresterea
crestere organismului, reinnoirea si regenerarea tesuturilor
Factori de Regleaza expresia genei pentru sinteza anumitei proteine
transcriptie celulare
Factori de Regleaza decodificarea ARNm si sinteza unui polipeptid
translatie
Hb Transportul Oz si COz2
Hidrolaze Catalizeaza procesele de scindare a moleculelor
Histone Compactizeazda ADNul nuclear
|g Recunosc specific antigeni straini
Insulina Regleaza nivelul de glugoza plasmatica

17




lonofori Transportul transmembranar al ionilor
Kinezine Transferul veziculelor de-a lungul microtubulilor
Lamine Determini forma nucleului
Contribuie la fixarea cromatinei
Miozina Asigura formarea microfilamentelor intermediare ale

citoscheletului miocitelor

Na*-K*-ATP-aza

Transportul activ, antiport de ioni de Na si K

Nucleoporine

Formeaza porii nucleari

Opsine

Recunosc undele de lumina pentru perceptia vizuala

Oxidoreductaze

Catalizeaza reactii de oxidoreducere, prin care se transfera
hidrogen sau electroni intre doua substraturi.

Permeaze Transportul transmembranar al micromoleculelor
Receptor Recunoaste testosteronul pentru activarea genelor
androgenic masculinizante

Receptor hormon
de crestere

Recunoaste hormonul de crestere pentru stimularea proliferarii
celulelor

Receptor insulinic

Recunoaste insulina pentru deschiderea canalelor de glucoza

Receptor LDL

Recunoaste particulele lipopreteice cu densitate joasa, pentru
transportul colesterolului plasmatic in hepatocite

Riboforina

Fixeaza ribozomul de REr

Sintetaze (ligaze)

Catalizeaza procesele de sinteza a moleculelor

Somatotropina

Regleaza proliferarea celulelor si cresterea organismului

SpECtI’i na Asigura forma biconcava a eritrocitelor

Transferaze Catalizeaza procesele de transfer a anumitor grupari de atomi (-
CHs,-NH>, POsH>,etc) de la un donor la un acceptor

Tubuline Asigura formarea microtubulilor citoscheletului, centriolilor,

fusului mitotic, cililor, flagelilor

(Acest tabel il puteti completa dupa studierea compartimentarii celulei)

11. in loc de concluzii completati tabelul ”Componentele moleculare ale celulelor umane”:
(! Mai mult de 200 tipuri de celule diferite asigura structurile si functiile organismului uman)

Celula Celula Ameloblastul

nervoasa epiteliala

Odontoblastul

Cementoblastul

ADN-nuclear

- gene structurale

- gene ARNr

- gene ARNt

ADN-mt

- gene structurale

- gene ARNr

- gene ARNt

ARNmM

ARNr

ARNt

Proteine

Estimati variante specifice unei anumit tip de celule. Tineti minte: (') Genomul tuturor celulelor unui organism este

identic; (2) Proteinomul compartimentelor celulare si fiecarui tip de celule este specific.

18




12. Gasiti care din proprietitile din prima coloana caracterizeaza biopolimerii studiati:

Caracteristici

ADN
nuclear

ADN
mt

ARNmM

ARNt

ARNr

ARNsNn

Proteine

Structura monocatenara

Structura bicatenara

Forma lineara

Forma circulara

Contine baze purinice

Contine baze pirimidinice

Contine baze minore

Contine radicali acizi, bazici,
neutri

Replicare

Reparatie

Denaturare

Renaturare

Contine IG

Transmite IG

Realizeaza IG

Se transcrie

Se transleaza

Transporta IG

Cantitatea cel este stabila

Cantitatea cel variaza

Finalitati:

N e
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Sa cunoasteti locul si functia biopolimerilor in sistemele biologice.
Sa stiti modul de organizare si proprietatile acizilor nucleici si proteinelor.
Sa intelegeti relatia ADN — ARN — proteina.
Sa stiti particularitatile de organizare a ADN-ului celulei umane.




1)

3)
4)
5)
6)

1)
2)
3)

5)

a)
b)

c)
d)

d)

*** Test de autoevaluare
Verificati corectitudinea afirmatiilor, bifind A pentru adevérat si F pentru fals.

Reactia de sinteza a polimerilor se numeste hidroliza. A F
Structura secundara a proteinelor, a-spirale si B-structuri, se datoreaza legaturilor
covalente si reprezinta o succesiune de aminoacizi.

A F
Glicogenul, amidonul si celuloza sunt polimeri formati din glucoza. A F
O proteina cu structura cuaternara contine 4 domenii. A F
Completati propozitiile
Mecanismele , repardrii, recombindrii, transcriptiei sunt asigurate de
ADN.
Cele patru baze ale ADN-ului s, nu se pot combina decat intr-un
anumit mod, dupa principiul , §1 anume: doar cu , sl
doar cu ; cu alte cuvinte, o baza se combind cu o baza
, §1 invers.
Complexul format din ARN si proteine se numeste , ceea ce prezinta
structura . In calitate de exemple ale unei astfel de structuri pot servi:

Care substante de naturd proteica faciliteazd descompunerea moleculelor mari?
Exemple: , : ,

Selectati raspunsurile corecte:

3. Gruparea functionala - NH; este o:

a) grupare carboxil; b) grupare amino; c¢) grupare hidroxil; d) grupare fosfat; e) grupare
carbonil

4. Glucoza este: a) proteind; b) dizaharida; c) acid nucleic; d) monozaharida; ¢) polizaharida

5. Toate cele expuse mai jos sunt adevirate in cazul denaturarii proteinelor, cu exceptia:

a) este o modificare conformationala; b) este mereu ireversibild; c) poate fi cauzata de o
modificare a pH; d) poate rezulta dintr-o modificare de temperatura. Argumentati raspunsul.

6. Asociati macromoleculele cu functiile si caracteristicile corespunzatoare:

ARNmM A) Translator al codului genetic, transportor al aminoacizilor

ARNt B) Controlul translatiei, component al ribozomilor

ARNr C) Matrita pentru translatie

ARN de interferentd D) Este bicatenar si se implica in reglarea posttranscriptionald a genelor
ARNhnN E) Este monocatenar si se implica in expresia IG

ARNSN F) Component al enzimelor implicate in metabolismul acizilor nucleici

G) Reprezentat prin molecule de ARN precursor

7. Asociati macromoleculele cu monomerii si legaturile covalente corespunzitoare:

ADN A) contin din acizi grasi si sunt atasati prin legaturi esterice
proteine B) monomerii se unesc prin legaturi glicozidice

ARN C) succesiune polinucleotidica cu legaturi de hidrogen
lipide D) succesiune polinucleotidica cu legaturi fosfodiesterice
polizaharide E) succesiune de aminoacizi cu legéturi peptidice

F) se sintetizeaza in rezultatul reactiei de condensare
G) se distrug prin hidroliza
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8. Analizati datele de mai jos:
a) In cadrul unor experiente, au fost extrase si purificate fragmente de ADN si ARNm.
Analiza compozitionald a catenelor de ADN si ARNm a relevat urmatoarele:

A G C T U

ADN catena#1 19 26 31 |24 0
ADN catena#2 24 130 25|19 O
ARNm |19 26 |31 0 |24

Care catend ADN serveste drept matritd pentru sinteza ARNm?
A) catena 1; B) catena 2; C) ambele catene; D) nici o catend; E) sunt insuficiente date pentru
raspuns. Argumentati rdspunsul:

9. Un copil de 4 ani este trimis de catre medicul pediatru la neurologul pediatric dupa
aparifia la copil a convulsiilor mioclonice si a acidozei lactice. Medicul neurolog indica
efectuarea unei biopsii musculare, iar rezultatele acesteia au relevat ,,fibre rosii rupte”. Parintii au
fost informati despre prezenta la copil a sindromului MERFF, o patologie a ADN-ului
mitocondrial. Care din urmatoarele enunturi sunt corecte cu referire la ADN-ul mitocondrial?
(A) este mostenit In mod egal de la ambii parinti
(B) este replicat fidel si in concordantda cu ADN-ul nuclear
(C) transmite aceeasi informatie ca si ADN-ul nuclear
(D) prezinta o structura circulara dublu-catenara
(E) codifica informatia genetica pentru toate proteinele necesare lantul respirator?

10. Un student in anul doi la medicind studiaza intr-un laborator reglarea expresiei
genelor la soareci, pe un model de carcinom hepatocelular. El izoleaza acizii nucleici din celulele
hepatice dupd expunerea la un agent cancerigen cunoscut si analizeaza secvente. Studentul este
surprins sd constate ca unele dintre nucleotide sunt pseudouridine si ribotimidine. Ce tip de acid
nucleic a izolat probabil studentul?

(A) ARNt

(B) ARNr

(C) ARNhn

(D) ARNm

(E) RNPsn

11. Analizati urmatoarea informatie:
Tipurile specifice de diabet zaharat reprezintd un grup de tulburari ce includ defecte ale
functionarii celulelor beta care afecteaza secretia insulinei si disfunctia localizarilor
receptorilor de insulind afectand actiunea insulinei (rezistenta la insulind).
Cum considerati: la nivelul carei molecule s-a produs defectul ce a rezultat in rezistenta la
insulina?
A) ADN; B) ARNm; C) RNP; D) proteina; E) glucoza. Argumentati raspunsul.
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12. Virusurile imunodeficientei umane sunt retrovirusuri de 90-120 nm in diametru, alcatuite
din molecule de ARN ca suport genetic si 0 enzima transcriptaza inversa, care catalizeaza
reverstranscriptia ARN in ADN proviral dublu helicoidal, dupa informatia continuta in ARN.
Acest ADN proviral se integreaza in genomul celulei gazda sub actiunea unei alte enzime
"integraza".

Utilizand informatia de mai sus, completati afirmatiile:
In virusul imunodeficientei umane informatia geneticd se contine in molecula de

Suportul genetic al virusului contine genele ce codifica si
. Dideoxycitidina este un preparat care actioneaza antiviral probabil prin
blocarea transcriptiei inverse, adica prin inhibarea expresiei genei

13. Asociati nivelele de organizare a macromoleculele cu caracteristicile corespunzatoare:

1) Structura primara A) asigurata de legaturi covalente

2) Structura secundara B) asigurata de legaturi de hidrogen

3) Structura tertiara C) caracteristicd doar proteinelor multimerice
4) Structura cuaternara D) prezentata de a-spirale si B-structuri

E) apare sub forma de DNP si RNP

F) este o succesiune de monomeri
G) prezentata de bucle si dublu helix

14. Descifrati legenda figurii 15. Descifrati legenda figurii

N L
O:P—O—C' e
| o,
o
o 8
QH
HH
W, o
O=P—0—C
| =]
o
HH,
aH 9
P
H, N "A
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16. Definiti regiunile ce corespund cifrelor din figura de mai jos:

1.

1 2 3 2

.
---------- * 4 enmmmnnnnn, LA
p . N T .

)
5 GATI'AGAGTCGCTGACTGATH’GACT GTAGCCE ATCGABCCAE =1 GTAE CTGACTG EAGTCAGTCGCAGTACCG‘I’ ¥ 3 .

ADi "3! .GTAATCTCAGC GACTGACTAAACTGACATCGGC TAGCTGGGTCGGLATCGACTGACGTCAGTCAGCGTCATGGCA. . 57
Transcriptie l ..
5'AGAGUCGEUGACUGAULLGE” sheauceacceacd  Seusacued’ FunC!:llle ARNm
Processing l l l a
ARNm ARNr ARNt b.
Functiile ARNr:
Translatie ™,
' a.
b.
Functiile ARNt:
fPid
- a.
b.

Analizati anexele si completati raspunsurile la subiectele de mai jos:
17. Identificati nucleotidele:
o
N
“;j‘\)ui")

NH

e

h.
A. Scrieti denumirea fiecarei molecule:
B. Identificati monomerii ADN-ului:
C. Identificati monomerii ARN-ului:
18. Identificati aminoacizii:
(1) (2) (3) (4)
coo™ coo~ cl:oo‘ coo~
*H;N—lll—H *HyN—C—H +I-I,N—C|—H +HyN—C—H
|
CHy ?!-I: 'Zle Cl-H;
TH: ﬁHz ?H‘,
Coo™ 7 Cl-H:
CH, CHs
|
NHF

19. Descifrati secventa:
NHs"- MFYVSDRHEQWKVACGCYSE.....-COO
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LUCRAREA PRACTICA Nr. 3
MEMBRANELE BIOLOGICE

Membranele biologice sunt structuri continui, compuse in principal din lipide si proteine

asociate cu lanturi oligozaharidice, care asigurd compartimentarea materiei vii, avand proprietati
caracteristice de permeabilitate. Se pot distinge mai multe categorii de membrane celulare:

- membrana citoplasmaticd (plasmalema), ce separa celulele de mediul inconjuritor,
mentin individualitatea celulei; formeaza bariere cu o permeabilitate foarte selectiva,
prin care se realizeaza schimburile intre celule si mediul inconjurator;

-  membranele organitelor celulare (membrana dubld a mitocondriilor, membrana
lizosomilor, reticulului endoplasmatic, a aparatul Golgi, peroxisomilor, membrana
dubld a nucleului) care asigurd compartimentarea materiei vii prin formarea unor
spatii intracelulare 1n care se desfasoara anumite reactii in conditii optime;

- membranele speciale: teaca de mielind care inconjoara axonii neuronilor, produsa de
celulele Schwan; discurile segmentului extern al celulelor-bastonase din retina ce se
formeaza prin plierea membranei citoplasmatice, urmatd de detasarea discurilor;
granulele secretorii ale celulelor cu functie exocrind sau endocrind; incluziunile; etc.

Membranele intervin efectiv in desfasurarea proceselor metabolice. Interactiunile lipo-

proteice in membrane sunt esentiale pentru functia enzimelor de membrand. Membranele
controleaza fluxul de informatie intre celule si mediu prin receptori specifici pentru stimulii
externi. Ele au capacitatea de a genera semnale chimice sau electrice cu rol in comunicarea
biologicad. Membranele au proprietatea de a suferi modificari functionale adaptive, au rol in
procesele de aparare imuna ale celulelor si organismului.

Numeroase stari patologice la om au ca substrat defecte ale proteinelor membranare:
- mucoviscidoza — defectul canalului CI;

- hipercolesterolemia familiala — defectul receptorului LDL;

- unadin formele de diabet insipid — defect al aquaporinei 2;

- sindromul Moris (testicul feminizant) — defect al receptorului la testosteron;

- boala Laron — defect al receptorului la hormonul de crestere.

Subiecte pentru discutie:

ok wdE

Organizarea moleculard a membranelor biologice.

Tipurile de membrane celulare §i caracteristica lor comparativa.
Functiile majore ale plasmalemei.

Transportul membranar.

Particularitatile transportului vezicular.

Biogeneza membranelor.

1. Definiti notiunile:

v

Plasmalema

v

Bariera biologica

Compartiment celular

Permeabilitate selectiva

Permeaza
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v' Aquaporini

v" Antigen membranar

v" Canal ionic

v Simport

v Ligand

v Receptor

v Endosom

v" Transcitoza

2. Completati tabelul: ,,Diversitatea membranelor celulare”

Tipuri de membrane Caracteristica Functia

Plasmalema

Anvelopa nucleara

Membrana RE neted

Membrana RE rugos

Membrana aparatului Golgi

Membrana mitocondriala
externa

Membrana mitocondriala
interna

Membrana lizosomilor

Membrana peroxisomilor

* Analizand tabelul evidentiati:
1. prin ce se aseamdna membranele celulare

2. care sunt deosebirile principale
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3. Completati legenda schemei de mai jos.

a) Gasiti suprafata extra- si
intracitoplasmatica a plasmalemei:

A.

B.

b) Numiti componentele moleculare ale
plasmalemei:

—
—
—

XM ((
il

—
—

IS N

4. Completati tabelul: ,,Caracteristica componentelor moleculare ale membranelor
biologice”

Componenta Tipuri Proprietati Functii

Lipide

Proteine

Glucide

* Analizand tabelul evidentiati care dintre componentele membranei au o valoare mai importanta
din punct de vedere:

a) functional -

b) structural -

c) al specificitatii -

5. Analizati figura, descifrati legenda raspundeti la intrebarile de mai jos:

.'lf?. 1.
ol
‘G'. 5

| }1 i | Gradiertul

¥ de concentratis 3

A0t l

Care este substratul (substanta transportata):
- in difuzia simpla ,

- pentru canale ,
- pentru difuzia facilitata ,
- pentru pompele ATP-azice
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6. Completati legenda figurii:

L
e, »
- a: I;'ﬂ'_- .
i -
0 I" SR
L R
O ] L
M il |
T |'au'P‘—"-| K‘\*
ey
TR
1 - L}
ey |

A

Ce substante sunt endocitate in celula?

= =
o,
i gl
[ =
"'-C-.{I =

—_ e

LN
a%gp |
Gl

Ce substante sunt exocitate din celula?

7. Analizand toate cele de mai sus incercati sd Completati tabelul urmator:

Proteine

Distributie
membranare

Rol biologic

Consecintele
defectului

Na*/K*-ATP-aza

CFTR CI" -ATP-aza

H*/K*-ATP-aza

Aquaporina 1

Aquaporina 2

Spectrina

Receptorul LDL

Receptorul insulinic

MDR1
P-glicoproteina

RGH (receptorul
hormonului de
crestere)

Ca++-ATP-aza
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Opsina

TcR

Gslolf]

receptor olfactiv, GTP
dependent)

(proteina

Cu++-ATPaza

FGFR

Finalitati:

1.

2
3.
4.
5

Sa cunoasteti particularitatile de organizare moleculara a membranelor celulare.

Sa intelegeti rolul membranelor in compartimentarea celulara.

Sa intelegeti rolul membranelor in sustinerea homeostaziei celulare.

Sa stiti functiile principale ale plasmalemei si responsabilii moleculari.

Sa puteti evalua valoarea cunostintelor Dv. la acest subiect In intelegerea mecanismelor
ce stau la baza bolilor umane.

Formulati 5 concluzii referitoare la proteinele membranare:

AR Fod A
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Test de autoevaluare:
1. Asociati moleculele cu functia lor in plasmalema:

1. Proteine A. Bariera
2. Fosfolipide B. Receptie
3. Colesterol C. Adeziva
4. Oligozaharide D. Transport
5. Glicolipide E. Rezistenta
2. Asociati moleculele cu proprietatile membranelor biologice
1. Proteine A. Permeabilitate selectiva
2. Fosfolipide B. Fluiditate
3. Colesterol C. Elasticitate
4. Oligozaharide D. Individualitate
5. Glicolipide E. Catalitica

3. Fosfolipidele au urmatoarele proprietati:
A. Autoasamblare; B. Catalitica; C. Structura amfifila; D. Eterogenitate; E. Antigenice.

4. Colesterolul are urmatoarele functii:
A. Conferda individualitate plasmalemei; B. Asigurad elasticitatea membranei; C. Are rol de
receptori; D. Are rol catalitic; E. Confera rezistentd mecanica plasmalemei.

5. Glicocalixul are urmatoarele functii:
A. Termoreglatoare; B. Semnalizare; C. Transport; D. Receptor; E. Enzimatica.

6. Na-K ATP-aza are urmatoarele functii:
A. Transportul ionilor Na-K prin simport; B. Reglarea pH celular; C. Asigura potentialul de
membrand; D. Regleaza presiunea osmotica in celuld; E. Transportul ionilor Na-K prin antiport.

7. Membranele interne se deosebesc intre ele prin:
A. Prin eterogenitatea fosfolipidelor; B. Prin complexul de enzime; C. Prin eterogenitatea
proteinelor; D. Prin functia pe care o indeplinesc; E. Prin continutul de polizaharide .

8. Transportul macromoleculelor poate fi:
A. In directia gradientului electrochimic; B. Prin difuzie simpla; C. Vezicular; D. Prin
endocitoza; E. Prin ionofori.

9. Contactele celulare:

A. Asigurd asocierea celulelor in tesuturi; B. Determind transportul substantelor; C. Formeaza
matricea extracelulard; D. Apar cu participarea elementelor citoscheletului; E. Contacte stranse
apar numai intre celulele epiteliale.

10. Anvelopa nucleara

A. Are doua membrane; B. Glicocalixul este orientat spre matricea nucleara ; C. Porii nucleari au
structura lipoproteicd; D. Continud cu membranele reticulului endoplasmatic neted; E. Pe
suprafata anvelopei nucleare se por contine ribozomi.

11. Proteinele membranare au urmatoarele proprietati:

A. Au functie catalitica; B. Confera forma celulei; C. Au specificitate de tesut; D. Sunt
eterogene; E. Asigurd permeabilitatea selectiva a membranelor.
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12. Individualitatea biologica a membranei este determinata de prezenta:
A. Diferitor proteine; B. Diferitor fosfolipide; C. Diferitor oligozaharide; D. Receptorilor
celulari; E. Concentratiei diferite de colesterol.

13. Pompa Na-K are urmatoarele caracteristici:
A. Este un ionofor; B. Este 0 ATP-aza; C. Este un canal antiport; D. Regleaza presiunea
osmotica celulard; E. Faciliteaza transportul aminoacizilor in celula.

14. Fagocitoza se caracterizeaza prin:

A. Reprezintd o varianta a endocitozei; B. Se poate realiza prin reactia ligand-receptor; C. Se
poate realiza prin reactia ligand-ligand; D. Asigura transportul macromoleculelor din celuld in
spatiul extracelular; E. Se realizeaza cu ajutorul unei proteine transportor.

15. Desmozomii se caracterizeaza prin:

A. Reprezintd contacte stranse intre celule; B Asigura alipirea celulelor cu ajutorul proteinelor
matricei extracelulare; C. Asigura alipirea celulelor cu ajutorul proteinelor fibrilare; D. Reprezinta
canale permeabile intre celulele epiteliale; E. Sunt responsabile de unirea celulelor in tesuturi.

16. Transportul pasiv al micromoleculelor se caracterizeaza prin urmatoarele:

A. Este cu consum de energie; B. Se realizeaza indiferent de gradientul electrochimic; C. Se
realizeaza prin ionofori; D. Se realizeaza datorita fluiditatii bistratului lipidic; E. Astfel sunt
transportate numai substantele liposolubile.

17. Plasmalema are urmatoarele functii:
A. Protectie; B. Enzimaticd; C. Transport de substante; D. Apdrare imund; E. Reglarea pH
celular.

18. Selectati organite membranare celulare:
A. Desmozomi; B. Ribozomi; C. Lizosomi; D. Aparatul Golgi; E. Reticul endoplasmatic.

19. Selectati elementele caracteristice CFTR:
A. Este o proteind membranard; B. Este reglator al transportului ionilor de Cl; C. Regleaza
concentratia de saruri in secretele glandelor exocrine; D. Asigura functionarea normald a
epiteliului renal; E. Asigura functionarea normala a epiteliului bronhial.

20. Identificati functia LDLR:
A. Transport membranar; B. Catalizator membranar; C. Adeziune intercelulara. D. Receptor
membranar; E. Semnalizare membranara.

21. Selectati monomerii aquaporinei:
A. Val; B.Ser; C. His; D. Thr; E.Pro.

22. Selectati monomerii spectrinei eritrocitare:
A.Val; B.Ser; C. His; D. Thr; E.Pro.

23. Gasiti localizarea caracteristica a Na*/K*-ATPazei:
A. Plasmalema hepatocitului; B. Plasmalema neuronului; C. Plasmalema epiteliocitului; D.
Plasmalema miocitului; E. Plasmalema amniocitului.

24. Proteina responsabila de hipercolesterolemia familiala cu risc pentru ateroscleroza si

accidente vasculare este:
A. CFTR; B. H+- ATPaza; C. Aquaporina 1; D. Aquaporina 2; E. LDLR.
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25. Analizati sirul si excludeti notiunea ce nu se potriveste lantului logistic: aquaporina,
spectrina, cardiolipina, opsina, Ca**-ATPaza, receptorul insulinic, CFTR.
Argumentati alegerea:

26. Clasificati moleculele dupa functia pe care o realizeaza in membrane:
H-ATP-aza, Ca™"-ATP-aza, clatrina, receptorul insulinic, aquaporina, riboforina,
cardiolipina, fosfolipide, colesterol, spectrina, receptor LDL, opsina.

27. Faceti o caracteristica comparativa a membranelor celulare:

Plasmalema Membrane interne
Asemanari

Deosebiri

28. Analizati figura si descifrati legenda:
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LUCRAREA PRACTICA Nr. 4
COMPARTIMENTAREA CELULEI EUCARIOTE

Celula eucariota este impartita in mai multe compartimente functional distincte,
inconjurate de membrane (organite celulare). Fiecare compartiment celular sau organit
membranar, are setul sau specific de enzime si alte molecule specializate; intre ele existd un
sistem complex de comunicare prin repartizarea produselor specifice dintr-un compartiment in
altul. Rolul principal in compartimentare il au proteinele, care catalizeaza reactiile ce decurg in
fiecare organit, transfera selectiv moleculele si ionii 1n si din organit. Proteinele reprezinta pentru
organite si marcheri specifici de suprafata, care ghideaza noile partide de proteine si lipide la
compartimentul corespunzator. Astfel, specializarea organitelor este determinatd de mecanismele
de sintezd si sortare a componentelor moleculare ale membranelor care le delimiteaza.
Membranele diferitelor organite diferd atat prin proportia de proteine, lipide si glucide, cat si prin
heterogenitatea acestora, care explica specializarea functionala.

Nucleul pastreaza 95-98% din genomul celular si asigura desfasurarea proceselor
genetice de bazd — sinteza ADN si ARN. Citosolul reprezinta tot spatiul intern semilichid al
citoplasmei in care sunt scufundate organitele. Citoscheletul — partea fibrilard a citoplasmei
asigurd sprijinul organitelor si motilitatea celulard. Citosolul este responsabil de desfasurarea
unor reactii metabolice cum ar fi glicoliza, sinteza aminoacizilor, nucleotidelor, etc. Reticulul
endoplasmatic asigura fixarea ribosomilor si, astfel, sinteza unei parti importante de proteine
integrale si secretate; sinteza lipidelor pentru toate membranele celulare, detoxifierea
xenobioticilor. Aparatul Golgi este implicat in modificarea conformationalda a proteinelor si
lipidelor, pentru sortarea lor la punctul de destinatie. Mitocondriile sunt responsabile de
respiratia celulara si sinteza ATP, asigurand cu energie toate procesele din celuld. Lizosomii
contin enzime hidrolitice ce scindeaza specific diferiti compusi organici din celula sau cei
endocitati. Peroxisomii, care contin in special oxidaze, sunt responsabili de neutralizarea unor
metaboliti toxici. Organitele celulare comunicd intre ele prin intermediul unor vezicule de
transport care ,,inmuguresc” de la o membrand si se contopesc cu alta. Defectele in caile de
sortare si semnalizare intracelulara pot avea consecinte patologice serioase, iar intelegerea lor
reprezinta cheia succesului in diagnosticul si Intreruperea lantului patologic in multe boli umane.

Subiecte pentru discutii:

1. Rolul biologic al compartimentdrii celulei eucariote.
Specializarea organitelor celulare.
Biogeneza organitelor celulare.
Clasificarea organitelor celulare (gasiti mai multe criterii).
Caile de sortare a proteinelor secretate.
Organizarea moleculara si functia citoscheletului.

ook wd
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1. Completati tabelul: ,,Caracteristica unor elemente celulare”

Caracteristica

Compartiment celular

Organit membranar

Lizosom

Matrice

Lumen

Ribosom

Zonacis a AG

Jonctiune celulara

Endosom

Crinofagie

2. Completati tabelul: ,,Criterii de clasificare a organitelor celulare”

Organite celulare

Unimembranare

Bimembranare

Amembranare

Obligatorii

Provizorii

Speciale

***Gasiti alte criterii de clasificare a organitelor celulare.
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3. Completati tabelul: ,,Clasificarea enzimelor si locul lor in celula”

Clase de
enzime

Exemple

Functii

Procese
catalizate

Localizare
celula

in

Sintetaze
= Ligaze

ADN-polimeraze

ARN-polimeraze

ADN-ligaze

Glicogen-sintetaza

Poli(A)-polimeraza

Telomeraza

ATP-sintetaza

Hidrolaze

proteaze

endonucleaze

exonucleaze

glicozidaze

lipaze

fosfolipaze

ADN-aze

ARN-aze

peptidaze

Serine endopeptidase

Cysteine endopeptidase

Aspartic endopeptidase

lzomeraze

ADN-topoizomeraza |

ADN-topoizomeraza Il

Oxido-
reductaze

Cytochrome oxidase

Catalaza

D-aminoacil-oxidaza

Transferaze

Glicozil-transferaze

Peptidil-transferaze

Fosfokinaze

Liaze

Carboxy-lyase

Aldehyde-lyase

Oxo-acid-lyase
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4. Completati tabelul: ,,Particularitatile specializarii functionale ale organitelor celulare”

Set de proteine specifice Rol biologic

Plasmalema

Nucleul

RE neted

RE rugos

Aparatul Golgi

Mitocondriile

Lizosomii

Peroxisomii

5. Completati legenda, dati denumire figurilor A si B.
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6. Completati tabelul: de mai jos si faceti 3 concluzii referitor la relatia dintre locul sintezei
si locul maturizirii macromoleculelor prezentate in tabel:

Locul sintezei Locul maturizarii Locul scindarii

ADN

ARNmM

ARNr

ARNt

Proteine histone

Cardiolipine

Spectrina

H*-ATP-aza

Colesterolul

Fosfolipidele

ADN-polimeraza

Tubulina

Concluzii:
1.

2.

3.

7. Completati legenda, dati denumire figurii:

© a0 s~ e
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8. Completati tabelul: ,,Caracteristica citoscheletului”

Elementele
citoscheletului

Organizare moleculara Functii Raspandire in celula

Microtubuli

Microfilamente

Filamente
intermediare

9. Pe schema de mai jos sunt prezentati odontoblastii — celule responsabile de sinteza si secretia
predentinei (1), care prin calcificare se fa transforma in dentina (2). Descifrati legenda si indicati
functiile fiecarui component al odontoblastului:

Finalitati:
1. Intelegerea organizirii celulei eucariote si rolului compartimentarii.
2. Sa stiti ce mecanisme stau la baza specializarii diferitor compartimente celulare.
3. Sa puteti aprecia ce legatura exista intre sortarea macromoleculelor in celuld si biogeneza
membranelor celulare.
4. Intelegerea implicatiilor medicale ale defectelor ciilor de sortare intracelulara.

Formulati 5 intrebari referitor la mecanismele de specializare a organitelor celulare.

1.
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Test de autoevaluare:

A. Oxidarea acizilor grasi

C. Sinteza glicogenului
D. Hidroliza proteinelor
E. Sinteza polipeptidelor

A. Participa la formarea jonctiunilor celulare
B. Motilitatea membranei plasmatice
C. Parte componenta a flagelului

Descifrati legenda figurii:
7-
Asociati organitele cu functia lor in celula:
. RE neted
. RE rugos B. Sinteza lipidelor
AG
. Mitocondrii
. Lizozomi
. Asociati componenta citoscheletului cu functia indeplinita:
. Filamente de actina
. Microtubulii
. Centriolul
. Filamente intermediare D. Asigura mitoza
. Corpusculul bazal

E. Determina forma organitelor celulare

. Asociati organitul cu componenta caracteristica:

. Peroxizomii A. Riboforina

. RE rugos B. Porina

. Centriolii C. H" ATP-aza
. Mitocondrii D. Catalaza

. Lizozomi E. Tubulina

. Asociati functia citoscheletului cu componenta respectiva:

. Sprijin A. Actina

. Motilitatea flagelilor B. Tubulina

. Diviziune celulara C. Cardiolipina
. Contractie musculara D. Laminina

. Miscarile ameboidale E. Miozina
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Selectati raspunsurile caracteristice componentelor celulare:

6. Reticulul plasmatic granulat:

A. Contacteaza cu anvelopa nucleara; B. Contine riboforine; C. Catalizeaza sinteza enzimelor
lizozomale; D. Intervine in sortarea moleculelor proteice; E. Asigura transportul intracelular.

7. Aparatul Golgi:

A. Este format dintr-o membrana cis si una trans; B. Suprafata externa contine polizaharide; C.
Veziculele lizozomale se desprind de la compartimentul trans; D. Veziculele cis sunt de origine
RE; E. Veziculele trans sunt de origine endozomala.

8. Lizozomii:
A. Contin sintetaze; B. Contin catalaze; C. Contin nucleaze; D. Contin cardiolipine; E. Contin
proteaze.

9. Peroxizomii:
A. Sunt organite membranare; B. Se formeaza de la RE; C. Se formeaza de la AG; D. Au functie
similara cu lizozomii; E. Reprezinta lizozomi reziduali.

10. Mitocondriile:
A. Membrana externd contine porina; B. Membrana interna contine enzime hidrolitice; C. Contin
informatie geneticd; D. Se autoreproduc; E. Asigura oxidarea glucozei.

11. Centriolii:
A. Sunt formati din actind; B. Sunt formati din tubulind; C. Sunt formati din triplete de
microtubuli; D. Se contin in toate celulele; E. Asigurd miscarea flagelului.

12. Citoscheletul:

A. Asigurd asocierea celulelor in tesuturi; B. Determind transportul substantelor; C. Formeaza
matricea extracelulard; D. Este format din microtubuli si filamente de actind; E. Asigura
diviziunea celulara.

13. Microfilamentele:
A. Sunt formate din tubulind; B. Sunt formate din laminind; C. Sunt formate din actina; D.
Formeaza fusul de diviziune; E. Asigura formarea veziculelor endocitare.

14. Reticulul plasmatic neted:
A. Contacteaza cu anvelopa nucleara; B. Contine riboforine; C. Catalizeaza sinteza hidratilor de
carbon; D. Intervine in sortarea moleculelor proteice; E. Asigura transportul intracelular.

15. Aparatul Golgi:

A. Contine o regiune CisS si una trans; B. Suprafata externda contine ribozomi; C. Veziculele
lizozomale se desprind de la compartimentul cis; D. Veziculele cis sunt de origine RE; E.
Veziculele trans reprezinta endozomi.

16. Lizozomii:
A. Contin lipaze; B. Contin porine; C. Contin pompe H*; D. Contin catalaze; E. Contin proteaze.

17. Peroxizomii:

A. Sunt organite nemembranare; B. Se formeazd de la AG; C. Se formeazd de la RE; D.
Regleaza cantitatea de secret; E. Intervin in detoxifierea celulelor.
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18.

Mitocondriile:

A. Membrana externd contine cardiolipina; B. Membrana internd contine cardiolipina; C. Contin
ribozomi; D. Contin ARN; E. Asigura oxidarea acizilor grasi.

19.

A.

Flagelii eucariotelor:
Sunt formati din actind; B. Sunt formati din tubulind; C. Sunt formati din triplete de

microtubuli; D. Se contin in toate celulele; E. Sunt acoperiti cu plasmalema.

20.

Microtubulii:

A. Asigurd asocierea celulelor in tesuturi; B. Determind transportul substantelor; C. Formeaza
matricea extracelulard; D. Este format din actina; E. Asigura diviziunea celulara.

21.

Actina;

A. Formeaza centriolii; B. Formeaza flagelii; C. Formeaza miofibrilele; D. Formeaza fusul de
diviziune; E. Asigura formarea veziculelor endocitare.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

Peroxizomii contin:
A. Oxidaze; B. Proteaze; C. Lipaze; D. Nucleaze; E. Catalaza.

Lizozomii contin:
A. Oxidaze; B. Proteaze; C. Lipaze; D. Nucleaze; E. Catalaza

REn contine:
A. Enzime digestive; B. Sintetaze de lipide; C. Transferaze pentu neutralizarea
xenobioticelor; D. ATP-aze; E. ATP-sintetaze.

REr contine:
A .Hidrolaze; B. Sintetaze de lipide; C. Riboforine; D. ATP-aze; E. ATP-sintetaze.

Aparatul Golgi contine:
A. Enzime digestive; B. Sintetaze de lipide; C. Clatrine; D. ATP-aze; E. ATP-sintetaze.

Aparatul Golgi contine:
A. Enzime digestive; B. Sintetaze de lipide; C. Clatrine; D. ATP-aze; E. ATP-sintetaze.

Membrana mitocondriei isi reinnoieste componentele:
A. Fosfolipidele — in REn; B. Cardiolipinele — in REr; C. Proteinele — pe ribozomii REr; D.
Proteinele —pe ribozomii liberi; E. Proteinele pe ribozomii 55S ai mitocondriei.

Clasificati proteinele dupa localizare:
Actina, Riboforina, Histona H1, ATP-sintetaza, Clatrina, Proteaza acida, ADN-polimeraza,
Catalaza, H+-ATPaza, Fosfolipaza acida, LDLR, Opsina, Tubulina, ARN-polimeraza.

Clasificati proteinele dupa locul sintezei:
Actina, Riboforina, Histona H1, ATP-sintetaza, Clatrina, Proteaza acida, ADN-polimeraza,
Catalaza, H+-ATPaza, Fosfolipaza acida, LDLR, Opsina, Tubulina, ARN-polimeraza.
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31. Clasificati proteinele dupa locul maturizarii:
Actina, Riboforina, Histona H1, ATP-sintetaza, Clatrina, Proteaza acida, ADN-polimeraza,
Catalaza, H+-ATPaza, Fosfolipaza acida, LDLR, Opsina, Tubulina, ARN-polimeraza.

32. Descifrati legenda figurii: .....ccoovevniniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii
¢ 9, d_\g»\ Hidroliza —._, \(5- > 10

!

(
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LUCRAREA PRACTICA Nr. 5
NUCLEUL

Nucleul reprezinta aparatul genetic al celulei. Sub anvelopa nucleara se pastreaza 95-98%
din ADN-ul celular. ADN-ul nuclear se afla sub forma de molecule lungi liniare compactizate (in
nucleele celulele umane se contin 46 de molecule de ADN cu o lungime totald de ~2 m,
7x10%.n.). Compactizarea ADN-ului este realizati de interactiunea cu proteinele histone, a celor
nehistone si a elementelor nucleoscheletului (lamina fibrosa si reteaua de nucleoplasmine). In
dependentd de gradul de compactizare si mecanismul ce asigurd compactizarea se disting patru
nivele:

- primului nivel — nucleosomic — complexul format din molecula de ADN cu diametru de 2 nm
ce interactioneaza cu proteinele histone; octamerele histonice (2H2A, 2H2B, 2H3 si 2H4) sunt
infasurate de segmente de ADN cu o lungime de ~160p.n., transformand complexul ADN-
proteine histone in filament nucleopreoteic polinucleosomic cu diametru de 11 nm ce asigura un
grad de compactizare de circa 6 ori;

- al doilea nivel de compactizare — solenoidul — se formeaza in prezenta H1 internucleosomala
ce face ca filamentul de cromatind de 11 nm sa se supraspiralizeze; se prezinta sub forma de
fibra nucleoproteica de 30 nm, asigurand un grad de compactizare de circa 40 ori;

- al treilea nivel de compactizare — buclele, prin care solenoidul se fixeaza de axul proteic
longitudinal al cromozomului (scaffold), format din proteine ale matricei nucleare; solenoidul
interactioneaza specific cu scaffold prin intermediul SAR (regiuni situs specifice de ancorare) la
SAP (proteine situs specifice ale axului cromozomial) care permit un grad de compactizare a
materialului genetic interfazic de 600 — 1000 de ori;

- al patrulea nivel — cromozomul metafazic — se formeaza prin rasucirea buclelor in jurul
axului cromozomial dupa pierderea contactului scaffold / anvelopa nucleara; fiecare spira se
formeaza din aproximativ 30 de rozete (bucle), buclele sunt orientate spre exteriorul
cromozomului; stabilirea nivelului maximal de condensare de 100000 are loc In metafaza.

- / s Pk
@ ! Fibra de cromatini @ 4 Cmmafima lipsita @
Solenoidul de 10-11 nm de histona H1 i
s
25-30 nm -~

et T T —

ADN
lipsit de histone

@

Compactizarea materialului genetic are un rol deosebit in functionarea ADN, posibilitatea
lui de a fi transcris, expresia diferentiata a genelor in dependentd de tesut / perioada
ontogenetica/ mediu /sex. Segmentele ADN-ului cromozomial puternic condensate ce nu pot fi
transcrise se numesc heterocromatina, iar cele mai slab condensate ce se pot transcrie —
eucromatina. Proteinele nonhistone sunt enzimele nucleare ce asigurd replicarea ADN-ului si
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posibilitatea transmiterii IG de la celula la celulele fiice; reparatia leziunilor din ADN ce asigura
stabilitatea 1G. Astfel, nucleul reprezinta aparatul genetic care pastreaza, transmite si realizeaza
IG asigurand controlul tuturor structurilor celulare, tuturor proceselor din celuld si organism.
Cunoasterea modului de organizare a materialului genetic nuclear permite intelegerea
mecanismelor ce stau la baza proliferarii celulare, diferentierii celulare, controlului ontogenezei
si diferentelor dintre sexe.

Subiecte pentru discutii :
1. Organizarea moleculara a nucleului celulei.
2. Nivelele si mecanismele de compactizare ale ADN-ului nuclear.
3. Caracteristica comparativa a eucromatinei si heterocromatinei
4. Structura cromozomului metafazic.
5. Rolul biologic al heterocromatinei facultative.

1. Definiti notiunile :
v Cromatina

v Cromozom

v" Histond

v" Nonhistona

v" Nucleosom

v" Solenoid

v SAR

v SAP

v" Centromer

v" Telomer

v Organizator nucleolar

2. Completati tabelul: ,,Organizarea nucleului interfazic”

Componenta Organizarea moleculara

Anvelopa nucleara

Complexul porului
nuclear

Cromatina

Nucleolii

Nucleoscheletul
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3. Dati nume figurilor 1 si 2 si completati legenda:

Fig. 1 Fig. 2

4. Completati tabelul: “Caracteristica comparativa a proteinelor nucleare”

Caracteristici Proteine histone Proteine nehistone

Proprietati

Diversitate

Functii

Rol biologic

Exemple
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5. Completati tabelul: ,,Heterogenitatea ADN-ului nuclear”

Secvente de ADN

. Forma de
Necesitatea A
. e < prezentare in
transcriptionala
nucleu

Exemple

Unice, cu gene active in toate
celulele

Unice, cu gene active in anumit
tip de celulele

Unice, cu gene active in anumite
perioade ontogenetice

Unice, cu gene active numai la ¢
sau &

Moderat repetitive, codificatoare
de ARNt sau ARNr

Moderat repetitive, codificatoare
proteine histone

Moderat repetitive,
necodificatoare

Inalt repetitive, necodificatoare

6. Completati tabelul: ,,Nivele de compactizare a ADN-ului nuclear”

. . Grad de Eu- sau Grad de activitate
Nivel Mecanismul de formare . . o . .
compactizare | heterocromatina genetica
|
1
1l
v
7. Completati tabelul: ,,Caracteristica comparativa a tipurilor de cromatina”
. Heterocromatina Heterocromatina
Eucromatina e e
constitutiva facultativa

Organizare moleculard

Tipuri de secvente
ADN

Grad de compactizare

Activitate genetica

Rol biologic
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8. Completati legenda figurii si raspundeti la urmatoarele intrebari:

y 1 . Ce proces este reprezentat?
2 . ) . . -
AARAAAAIWR W - Cine controleaza biogeneza ribosomilor?
ls
ARN 458 -~ - Care sunt etapele biogenezei ribosomilor?

- Care este originea ARNr?

ARNr o =,
185 5385 285

,)i - Care este originea proteinelor ribozomale?

288 - Unde se asambleaza subunitatile ribozomale?

,gg 33 proteine

49 proteine

ARNr ARNrl8S
ribosomale {

ribosomale

: - Unde se asambleaza ribosomii 80S?
Subunitatea 60§  Subunitatea 40 S

L J
6

Analizati atent schema de mai sus si evaluati componentele moleculare ale nucleolului:

9. Completati tabelul: ,,Functiile majore ale nucleului”

Functii Procese Responsabili

Controleaza structura si
functia celulei

Controleaza diferentierea
celulara

Controleaza ontogeneza
celulei

Controleaza rata mutatiilor

Controleaza proliferarea
celulard

Controleaza biogeneza
ribozomilor

Controleaza homeostazia
celulara

Controleaza integritatea
tesuturilor, organelor
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10. in loc de concluzii completati tabelul ”Componentele moleculare ale nucleului celulelor
umane”: (! Mai mult de 200 tipuri de celule diferite asiguri structurile si functiile organismului uman)

Celula
nervoasa

Celula
epiteliala

Ameloblastul

Odontoblastul

Cementoblastul

ADN-nuclear

- gene structurale

- gene ARNr

- gene ARNt

ARNhn

ARNmM

ARNr

ARNt

Histone

Nonhistone —
factori de
transcriptie

Nonhistone —
factori p/u
replicarea ADN

Nonhistone —
factori pentru
procesarea ARN

Nonhistone —
factori p/u
reparatia ADN

Nucleoporine

Karioferine -
exportine

Karioferine -
importine

Lamine

Finalitati:

1. Intelegerea modului de organizare a materialului genetic in nucleul celulei in interfaza;

2. Sa stiti nivelele de compactizare a materialului genetic nuclear si rolul biologic al
compactizarii.

3. Intelegerea rolului heterocromatinizarii in expresia genelor si activitatea celulelor.

4. Cunoasterea structurii cromozomului si semnificatie diferitor segmente cromozomiale.

5. Intelegerea structurii si functiei nucleolului.
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Teste de autoevaluare:

1. Analizati schema si raspundeti la urmatoarele Intrebari:

IMPORT in nucleu

a [+
a 0
g a8
Amino

- | acids

00 Translation
& factors

» Care sunt procesele caracteristice nucleului (indicati denumirea si cifra corespunzitoare din imagine)?

A 1 a |
B 2 b I
C 3 c 11

» Care sunt componente moleculare ale nucleului?

» Ce importa nucleul?

» Ce exporta nucleul?
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2. Caracterizati nivelele de compactizare a MG nuclear:

Nivel

Grad

Grosime

Componente moleculare

molo|lw|>

A

Explicati conditiile necesare condensarii (c) sau decondensarii (d) la fiecare etapa:

1c -
1d -
2c —
2d —
31c -
3d -
4c -
4d —

3. Descifrati legenda figuriis ..........oouiiiiiii i si evaluate

organizarea moleculara.

denumire

componente moleculare
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4. Clasificati proteinele nucleare dupa procesele la care participa: ADN-polimeraza, ADN-
ligaza, ARN-polimeraza, H1, H2B, nucleolina, nucleoporina, karioferina, matrine,
helicaza, topoizomeraza, endonucleaza, exonucleaza:

5. Clasificati secventele ADN-ului nuclear dupa necesitatea transcriptionald si forma de
prezentare in nucleele diferitor tipuri de celule ale organismului uman: Gena Met-ARNt,
Gnea ARNI5S, Gena insulinei, Gena ARN-polimerazei, Gena Actinei, Gena ARNr18S,
Gena Riboforinei, Gena Ser-ARNt, Gena Na/K-ATPazei.

Active Prezentare
in orice celula numai in anumit eucromatina heterocromatina
tip de celula facultativa

6. Repartizati histonele dupa elementele unde por fi identificate:
H1, H2A, H2B, H3, H4

Nucleozom Solenoid Bucle de Cromozom
cromatina metafazic

7. Caracteristica comparativa a centomerului vs. telomerului, indicati criteriile de asemanare
si deosebire:
Centromer Telomer
Asemanari

Deosebiri
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LUCRAREA PRACTICA Nr. 6
ORGANIZAREA MOLECULARA A GENELOR

Gena este unitatea elementara structural-functionala a ereditatii si variabilitatii. Genele
reprezinta o combinatie specifica de nucleotide care codifica si regleaza sinteza unei molecule de
ARN sau a unui polipeptid. Principalele gene din genomul celulei sunt cele structurale -
codificatoare de polipeptide, iar genele ce codifica ARNr si ARNt asigurd formarea aparatului de
translare a codului genetic in timpul biosintezei polipeptidului.

Genele sunt localizate de-a lungul moleculelor de ADN, pot fi unice sau pot avea mai
multe copii repetate in tandem sau repartizate pe diferifi cromozomi. Granitele genelor sunt
functionale si sunt identificate doar de factorii proteici ce asigurd initierea si terminarea
transcriptiei. Factorii proteici recunosc gena care trebuie transcrisd combinandu-se specific cu
situsuri reglatoare ale initierii transcriptiei. Astfel, fiecare gena sau grup de gene — unitate
transcriptionald — contin regiuni codificatoare si regiuni reglatoare. Regiunile reglatoare ale
genei sunt reprezentate de:

- promotor, care asigurd identificarea genei {inta si a situsului de initiere a transcriptiei;

- terminator, care asigura finalizarea procesului de transcriptie;

- secventele modulatoare ale vitezei si ratei de transcriptie, caracteristice genelor

codificatoare de proteine, sunt enhanceri si silenceri.

Expresia genelor, calitatea si cantitatea produsului final — ARNm si proteina, ARNr sau
ARNLt - sunt determinate, in primul rand, de particularitatile transcriptiei genelor si varianta de
procesare a ARN-transcript primar. In dependenta de functia majora a genei se disting trei clase
principale:

- gene codificatoare de ARNr 5,8S, 18S si 28S, care formeaza unitati transcriptionale

comune transcrise de ARN-polimeraza I, fiind numite gene de clasa I;

- gene codificatoare de polipeptide (proteine), care au o structurd mozaicd exon/intron,
formeaza unitati transcriptionale separate, monocistronice, transcrise de ARN-
polimeraza Il , fiind numite gene de clasa l;

- gene codificatoare de ARNt si ARNr 5S, ce formeaza unitati transcriptionale repetitive
transcrise de ARN polimeraza Ill, fiind numite gene de clasa Ill.

Fiecare tip de ARN-polimeraza 1isi recunoaste, prin intermediul factorilor de transcriptie,
clasa de gene dupa particularititile de organizare a promotorilor. Intelegerea modului de
organizare a celor trei clase de gene va permite intelegerea mecanismelor diferite de expresie a
genelor umane §i consecintelor mutatiilor la nivelul diferitor secvente de ADN.

Genomul nuclear Genomul mitocondrial
~7000 Mb 16,6 kb
~60000 gene 37 gene

~25%

ADN 13 gene 22 gene 2gene
extragenic strucrturale ARNt ARNr

Gene i secvente
reglatoare

Unice sau
moderat repetitive

~B0% ~40%
~10% ~90%

AE_)N ADN Unice sau Moderat si inalt
codificator necodificator putin repetitive repetitive

Pseudogene | | Fragmente Introni, secvente Clastere repetate | [Secvente repetitive
genice netranslate, etc. in tandem dispersate
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Genomul uman contine circa 30 000 perechi de gene structurale, mutatiile cdrora pot
provoca numeroase stari patologice:

- sunt descrise peste 9000 de boli monogenice cu implicarea diferitelor tesuturi si organe;

- sunt cunoscute peste 100 de boli multifactoriale, condifionate de mutatii in diferite gene

care, in combinatie cu factorii de mediu defavorabili, provoaca majoritatea patologiilor

adultului;

- sunt cunoscute gene, mutatiile carora determind proliferarea anormald a celulelor si

aparitia bolii canceroase.

Subiecte pentru discutii :

1. Organizarea generala, localizarea si functia genelor.
Relatia gena — ARN — proteina — caracter.
Secventele codificatoare si reglatoare ale genelor.
Particularitatile organizarii genelor structurale din genomul uman.
Structura mozaicd a genelor si rolul biologic al acesteia.
Particularitatile genelor de clasa I si IIL.

S

1. Definiti notiunile:
Genom

Cromozom

Gena

Cistron

Unitate transcriptionala

Promotor

Boxa TATA

Exon

Intron

Expresie genica

Gena structurala

Gena de clasa 1

Gena de clasa 11

Gena de clasa III
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2. Completati legenda figurii si evidentiati regiunile reglatoare:
_ 1 ﬁ-—s-l-ullrtEE 2 "':— 3=

L | i L 2 25 £ il 4 |

3. Completati legenda figurii si Completati tabelul: identificAnd functia fiecirui element
din schema de mai jos:

5
.
2 3 4
i 2 hld h
1
’ 13 14 !

10 11

9
@TRA NSCRIPTIA
proARNm /\/W/‘\/

PROCESSING-ul ARNm
@ CAP-are

Poly-adeniiarea

cop N '\\"/‘\\/ \J/\-/-\AAAAA .......

proARNm
PROCESSING-ul ARNm
Splicing
@TRA NSLATIA

pd
S

Secventele genei Functia

O| O N| O O | W| N|

[ BN
o

[EEY
[EEN

[EN
N

[ BN
w

[EEN
IS
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4. Completati tabelul: ,,Particularitatile organizarii diferitor gene”

Gene clasa | Gene clasa Il Gene clasa I11

Functia

Structura
unitatii de
transcriptie

Prezenta
intronilor

Particularitatile
promotorului

Numarul de
copii in genom

Activitate
specifica de
tesut

5. Completati tabelul: ,,Caracteristica comparativa ale genomului uman nuclear si
mitocondrial”

Genom nuclear Genom mitocondrial

Mairimea

Nr. de molecule de ADN

Nr. de gene ARNr

Nr. de gene ARNt

Nr. de gene structurale

Nr. unitatilor transcriptionale

Secvente necodificatoare

Transpozoni
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6. Ameloblastii sunt celulele responsabile de secretia si maturizarea smaltului dentar, cea mai

durd componentd a dintelui. 97% din compozitia smaltului sunt substante minerale — baza

duritatii acestei structuri, 1% - proteine responsabile de formarea corectd si mineralizarea

optimald a smaltului si 2% H20O. Proteinele majore prezente in matricea extracelulard a

ameloblastilor sunt amelogenina, enamelina, tuftelina. Circa 10.000 de gene orchestreaza

formarea smalfului dintilor omului. Principalele gene ce controleazd calitatea smalfului,

expresate in ameloblasti sunt:

o AMELX si AMELY, localizate pe crs. X si Y — codificai amelogenina;

o ENAM de pe crs. 4 - codifica pentru proteina enamelina importanta in determinarea cresterii
in lungime a cristalelor de hidroxiapatitd (extensie si reglarea dispunerii);

o MMP20 de pe crs. 11 - (matrix metallopeptidase 20) detine instructiuni pentru sinteza
enzimei proteolitice enamelizina;

o DLX3 de pe crs. 17 — codifica factorul ,,distal-less homeobox 3,, important in modelarea
craniofaciald si morfogeneza dintilor;

o KLK4 de pe crs. 19 - codifica pentru proteina kallikreina-4, numita serin-proteinaza a
matricei smaltului activata de MMP20.

o CNNM4 de pe crs. 2 — codifica ciclina M4 importantda in transportul de metale si
biomineralizare ;

o Etc.

Amelogenina cea mai abundenta proteina in producerea smaltului dentar si este produsul genelor
AMELX si AMELY. Desi rolul exact in formarea smaltului inca nu e inteles pe deplin, se
considerd ca amelogenina regleaza forma si dimensiunea clistalitelor de mineralizare ale
smaltului.

A

AMELOBLAST é

g 9
N secretie

® @ o8
S RgA T
@5

| MATRICEA
4 | b ~ ENAMELULUI

f L

Cotin E
Aminoacizi [ i
C-terminali

| B B
s N Ve
& it
&) \ | 20-2000m |
y |
4 Hanosfere | £ %)
’.l (hidrofobe) o .

(1)Amelogenina este sintetizata si secretata de ameloblasti.

(2) In spatiul extracelular moleculele amelogeninei se asambleaza in nanosfere cu diametrul 20
nm, avand o suprafata negativa.

(3) Nanosferele interactioneaza electrostatic cu suprafata elongata a cristalelor smaltiare,
emancipandu-se ca spatiatori prevenind fuzionarea cristal-cristal. (3) Enzimele (Proteinazele 1-
enamelizina) eventual digera suprafata electrostatica a nanosferelor, facandu-le hidrofobice care
apoi asambleaza si stabilizeaza cristalele in crestere.

(4) Alta enzima (Proteinaza 2 — kalikrina 4) degradeaza nanosferele hidrofobice, generand

fragmente care sunt reabsorbite de ameloblasti.
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7. Completati tabelul: ,,Functiile genelor si consecintele mutatiilor la nivel de organism”

Gene Functiile genelor Consecintele
la nivel la nivel celular la nivel de mutatiilor la
molecular organism nivel de
organism
Gena AMELX
Gena ARN18S
Gena histoneli
H2A
Gena ENAM
Gena KLK4

Gena Val-ARNt

Gena MMP20

Gena ARNSS

Gena DLX3

Gena CNNM4

Gena histonei H1

Gena ARN28S

Finalitati:
1. Intelegerea rolului genelor in formarea caracterelor umane si relatiei ADN — ARN —

proteina — caracter.

Cunoasterea modului de organizare a genelor structurale — codificatoare de proteine.

Sa stiti rolul biologic si practic al secventelor codificatoare si reglatoare ale genelor.

4. Intelegerea particularititilor de organizare a genelor nucleare, mitocondriale si ale
procariotelor.

5. Cunoasterea semnificatiel medicale a modificarilor calitative sau cantitative ale genelor
umane.

wn

Formulati 5 concluzii referitor la rolul biologic al structurii mozaice a genelor structurale.

AN Fd I
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Test pentru autoevaluare:

1. Definiti segmentele din figurile A, B, C si D:

i
1

b

Prumotor Genal8s Genah,88 Gena28S T

5 WWWQM}»

exon intron exon intron exon

AN AN

N

A: Definitie —
Rol biologic —
Particularitati de organizare -
B: Definitie —
Rol biologic —
Particularitati de organizare -
C: Definitie —
Rol biologic —
Particularitati de organizare —
D: Definitie —
Rol biologic -
Particularitati de organizare —
2. Analizati sirul si identificati notiunea ce nu se potriveste lantului logic:
Gena de clasa II, regiuni codante, regiuni necodante, SIT +1, secventa lider, promotor partial

transcris, terminator.
Motivati excluderea.
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3. Analizati sirul si identificati notiunea ce nu se potriveste lantului logic:
Regiuni codante, regiuni necodante, SIT +1, promotor partial transcris, enhancer, terminator.
Motivati excluderea.

4. Repartizati secventele de ADN conform categoriilor propuse mai jos:
Gena clatrinei, gena catalazei, gena Met-ARNt, gena ARNr 5S, gena ARNr18S, Gena ADN-

polimerazei, gena ARN polimerazei Ill, gena riboforinei, gena alfa-globinei, gena Val-ARNt,
Gena ARNr 5,8S, gena Arg-ARNTL.
Gene de clasa | Gene de clasa Il Gene de clasa Il

5. Desenati schematic gena AMELX, indicati secventele reglatoare, modulatoare si
codante/necodante.

AANHANTAN AN VAN YA AN A AN AN AN

6. Selectati elementele caracteristice genelor de mai jos:
Enhancer, Silancer, Promotor netranscris,Promotor transcris, Promotor partial transcris,
SIT+1, secventa lider, secvente codante, secvente necodante, termnator, situs Poly(A).

Gena spectrinei Gena Met-ARNt Gena ARNr 28S
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Caracteristica comparativa a genelor house keeping vs. gene tesut specifice, indicati
criteriile de asemanare si deosebire:
Gene house keeping Gene tesut specifice

Asemanari

Deosebiri
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LUCRAREA PRACTICA Nr. 7
TRANSCRIPTIA INFORMATIEI GENETICE SI PROCESSING-UL ARN

Genele reprezinta secvente polinucleotidice ale moleculei de ADN ce codifica sinteza
diferitor molecule de ARN si proteine. Sinteza moleculelor codificate este asiguratd de procesele
legate de expresia genica:

- transcriptia secventelor specifice de ADN cu sinteza complementara a unor molecule

de ARN-precursor;

- processing-ul moleculelor de ARN si transferul lor in citoplasmad sub forma de
precursori ribosomali, molecule de ARNt si molecule de ARNm;

- translatia informatiei genetice codificate de moleculele de ARNm si biosinteza
polipeptidelor, cu participarea moleculelor de ARNt in calitate de translatori ai
codului genetic si ribosomilor — sediu pentru translatie si asamblare a lanturilor
polipeptidice. Polipeptidul sintetizat este supus unor modificari structurale si/sau
conformationale determinand formarea unor proteine biologic active.

Genele pentru ARNr si ARNt sunt active in toate celulele, iar gradul de activitate este
determinat de activitatea proteosintetica a celulei / tesutului. Genele structurale, codificatoare de
proteine, pot fi active in toate celulele sau pot avea activitate specifica de tesut, pot fi active la
ambele sexe sau pot avea specificitate de sex, pot fi active toatd viata sau sunt dependente de o
anumitd perioadd ontogenetica. Astfel, celulele posedd mecanisme complexe de reglare a
activitatii genelor. Existd complexe proteice — factori de transcriptie specifici ce interactioneaza
cu un anumit promotor activind ARN-polimeraza II si factorii de transcriptie generali si, ca
raspuns, initierea transcriptiei unei anumite gene in functie de tip celular sau moment
ontogenetic.

Cunoastem cad genele structurale confin secvente codificatoare — exoni §i secvente
necodificatoare — introni, care sunt transcrise si se regisesc in molecula de ARNm-precursor. In
timpul maturizarii, ARNm-precursor este supus unei serii de modificari:

- selectarea, inlaturarea intronilor si unirea exonilor — splicing-ul, ca rezultat se
formeaza molecula de ARNm ce contine informatia despre sinteza unui anumit
polipeptid; variantele de splicing pot fi diferite si, astfel, o gena prin splicing
alternativ poate codifica sinteza diferitor variante polipeptidice cu functii diferite intr-
un sistem biologic;

- procesarea capetelor ARNm pentru prevenirea actiunii exonucleazelor si recunoasterii
ARNm de catre factorii de translatie ce asigura interactiunea cu ribosomii, initierea
procesului de translatie.

Subiecte pentru discutie :

Etapele expresiei informatiei genetice in celula procariota.
Etapele expresiei informatiei genetice in celula eucariota.
Principiile transcriptiei ADN si sintezei ARN.
Particularitatile transcriptiei genelor structurale la eucariote.
Caracteristica aparatului de transcriptie.

Processing-ul ARNm si tipurile de splicing.

Rolul biologic al splicing-ului alternativ.

Particularitatile expresiei genelor de clasa I si II1.

NN E
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1. Definiti notiunile :
Gena structurala

Expresie genica

Transcriptia IG

Translatia IG

Factor de transcriptie general

Factor de transcriptie special

Processing-ul ARN

Splicing

Splicing alternativ

ARN-precursor

ARNmM

2. Analizati schema, completati legenda si gasiti legatura dintre principalele
macromolecule ale aparatului de realizare a informatiei genetice, completand tabelul.

1 4

ADN ——— ARNm —— Proteina | 1
~* ARNr ¢ 3
4
ARNt 5
6
. . s . Rol in realizarea
Biogeneza Particularitatile structurii . . .
informatiei genetice
ADN
ARNmM
ARNr
ARNTt
Proteina
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3. Analizati schema expresiei informatiei genetice si introduceti concluziile in tabelul de
mai jos:

S-ATTGCAAGATTACCATGA-3' ,pn
3-TAACGTTCTAATGGTACT-%

l Transcriptie
5-AUUGCAAGAUUACCAUGA-3' ARNm
l, Translatie

lle - Ala - Arg - Leu - Pro polipeptid

Elemente comparate Caracteristica comparativa

ADN vs. ARNm

ADN-catena codogena Vs. catena anticodogena

ADN - catena codogend vs. ARNm

ADN-catena anticodogena vs. ARNm

ARNM vs. proteina

ADN-catena codogend, ARNm VS. proteina

Matrita pentru ARN vs. matrita pentru proteina

Transcriptie vs. translatie

4. Analizati figura de mai jos si asociati notiunile cu cifrele corespunzaitoare:

A — situs de renaturare -
B — situs de denaturare -
C — catena codogend -
D — catena transcrisa -
E — hibrid ADN-ARN -
F — catena netranscrisa -
G — molecula de ARN -
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5. Completati legenda figurii .,

2

1 T — :

=
=

' :

(]

[
==

[

ill

—_——

ese
6 %

Nucleu

Citoplasma

6. De completat tabelul: ""Etapele expresiei genelor structurale la eucariote™

Etapa

Componentele
necesare

Produsul final

Locul
desfasurarii

Initiere

Transcriptia Elongare

Terminare

Cap-area

Processing-ul
ARNM

Poliadenilarea

Splicing-ul

Transferul ARNm in citoplasma

Translatia

Conformatia
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7. Caracteristica aparatului de transcriptie a genelor structurale la eucariote:

Componente Functie in timpul transcriptiei

Promotor

Situs (+1)

Exon

Intron

Terminator

Catena codogena

Catena anticodogena

ARN-polimeraza Il

ATP, GTP, CTP, UTP

TFII AB,D, F, H....

TAFs

8. Caracteristica aparatului de procesare a ARNm la eucariote:

Componente Functie in timpul processing-ului

ARNM-precursor

ARNmM

Exon

Intron

GTP

Guanilat-transferaza

Ribonucleaza

Poli(A)-sintetaza

U1-U6

Ul

U2

U5
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9. Analizati schema si descifrati legenda:

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon 5

Denumire Rol biologic

CDQ_OD'QJ()m:DZ:

Finalitati:
1. Intelegerea rolului transcriptiei si prelucririi posttranscriptionale a ARN-ului in realizarea

informatiei genetice.

Cunoasterea particularitatilor expresiei genelor structurale — codificatoare de proteine;

Sa stiti rolul biologic si practic splicing-ului alternativ.

4. Intelegerea particularititilor de expresie a genelor nucleare, mitocondriale si ale
procariotelor.

5. Intelegerea consecintelor defectelor de expresie a genelor umane in geneza bolilor
umane.

wn

Formulati 5 intrebari ce se refera la particularitatile expresiei genelor structurale
eucariote.
1.

S ER S I
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Test pentru autoevaluare

1. Asociati procesele cu responsabilii de proces:

1) Transcriptia genei A. ARN-polimeraza Il
2) CAP-are ARNm B. Aminoacil-ARNL sintetaza
3) Splicing-ul ARNm C. G-transferaza
4) Poliadedenilare ARNm D. PoliA-polimeraza
5) Exportul ARNm din nucleu in citoplasma E. TFIA
6) Translatia ARNm F. TBP
7) Conformatia proteinei G. RNPU1-U6

H. Karioferine

I.  Chaperone

J.  RNP40S

K. RNP60S

L. ARNt

2. Alegeti secventele reglatoare ale transcriptiei:
a) Secventa lider; b) enhacer-ul; c) promotorul; d) silencer-ul; ) terminatorul.

3. ARN-polimeraza II se caracterizeaza prin:
a) citeste catena anticodogena a ADN-ului in directia 3'-5'; b) citeste catena codogend a ADN-ului in
directia 5'-3"; ¢) polimerizeaza nucleotidele in directia 5'-3'; d) polimerizeaza nucleotidele in directia
3'-5"; ) polimerizeaza cu o viteza de 30 nucleotide pe secunda.

4. Aparatul de transcriptie include:
a) dNTP; b) NTP; ¢) catena de ADN matrita 5°- 3’; d) helicaza; €) ARN-polimeraza.

5. ARN precursor:
a) este copia complementard catenei codogene a ADN; b) este copia identica a catenei codogene a
ADN; c¢) este copia complementard a catenei anticodogene a ADN; d) reprezintd o moleculd
monocatenard; e) este polimerizat in directia 5'-3".

6. Processing-ul ARNm include:
a) excizia intronilor; b) "CAP"-area capatului 5'; ¢) "CAP"-area capatului 3'; d) poliadenilarea capatului
3'; e) poliadenilarea capatului 5'.

7. Secventele modulatoare ale transcriptiei sunt:
a) situsul ORI; b) secventa lider; ¢) enhancer-ul; d) primerul; ) silencer-ul.

8. Splicing-ul alternativ asigura:
a) poliadenilarea capatului 3' al ARNm; b) inlaturarea selectiva a exonilor; c¢) inlaturarea selectiva a
intronilor; d) formarea diverselor variante de ARNm; e) explica numarul redus de gene la om.

9. Activarea genelor pentru transcriptie la eucariote implica:
a) activarea enhancer-ului; b) metilarea promotorului; c) acetilarea histonelor; c) despiralizarea
fragmentului ADN ce contine gena; d) actiunea factorilor proteici de transcriptie.

10. Analizati sirul si excludeti notiunea ce nu corespunde lanfului logic:
ATP, GTP, UTP, RNPU1, RNPU5, G-transferaza, PoliA-polimeraza, pre-ARNm.
Argumentati excluderea.

11. Analizati sirul si excludeti notiunea ce nu corespunde lanfului logic:
Transcriptie, identificarea secventelor necodante, inlaturarea secventelor necodante, CAP-area,
asamblarea 40S, asamblarea 60S, exportul subunitatilor ribozomale.
Argumentati excluderea.
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12. Se da un fragment din catena codogenda a ADN
— aratati catena anticodogena;
— sintetizati pre-ARNmM;
— procesati ARNm
— translati ARNm
+1
5. ATGCCATGCACGGGGTTGACCGTTGAGACGATTTGAGCACAT...3’

13. Mai jos este prezentatd o secventa poliribonucleotidica dintr-un pre-ARNm. Identificati si
delimitati exonii si intronii.
G5'ppp5’ACGUAACAAUGCAAUCGUCCACUUGAGCAGCUGAUAACA.....

14. Repartizati elementele prezentate conform proceselor la care participa:
ADN, ATP, dATP, GTP, ARN, ARN polimeraza I, ARN-polimeraza 1l, ARN-polimeraza IlI,
TFIA, TFIA, TBP, G-transferaza, UBP, SL1, ARNr 45S.
Transcriptia Transcriptia Transcriptia
genelor de clasa | genelor de clasa Il genelor de clasa Il

15. Caracteristica comparativa a splicing-ului constitutiv vs splicing alternativ, indicati criteriile

de asemanare si deosebire:
Splicing constitutiv Splicing alternativ
Asemanari

Deosebiri
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Anexe:

Etapele expresiel genelor de clasa |
ADN P41 188 588 288 T

i Transcriptie

# Processing (autosplicing)

18S 5,85 288

proARNr

ARNr

i Asamblarea RNP 408 si 60S

18S + 33 proteine =40S | | 288 + 5,85 + 58 + 49 proteine = 60S

i Transferul RNP in citoplasma

108] + [60s! = 8}305

Etapele expresiei genelor de clasa 111

+
A B i Transcriptie
proARNt — =

i Processing -ul ARNt

ARNt ci‘}s

i Transferul ARNt
in citoplasmai

Formarea

; ! aminoacil-ARNt

Aminoacil-ARNt

68



Etapele expresie1 genelor de clasa II

ADN P E | E 1 E | E T
i Transcriptie
PrOARNT e e S
i Processing-ul ARNm
ARNm ™MeGppp AAAAAAAAAAAAA..........
i Transferul RNP in citoplasma
Translatie
MG PP P AAAAAAAAAAAAA. .........
b
-
Proteini Conformatia proteinei
e
%o
Tipuri de splicing al ARNm
1 2 3 4 1 2 3 4
7727 {TIITH NN— @z (I} R
¢ Splicing constitutiv ¢ Splicing alternativ
1 2 3 4
AN
1 2 2
o ANEAA
1 4
777728
1 2 3 4 1 2 3 4
772 (I NN\N\N—F 27 ([T N\\W—F
VAmestecdeexoni  phy B g
1 3 4

2
70070 NN, [ 22 ¢ Trans - splicing

1 B c
A4 I |
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LUCRAREA PRACTICA Nr. 8
TRANSLATIA

Moleculele de ADN sunt molecule informationale mari, in lungul carora secventele
codificatoare alterneaza cu cele necodificatoate. Doar circa 10% din informatia detinutd in
nucleele celulelor umane este realizatd sub forma de proteine, iar activitatea genelor este
dependenta de tesut, de perioada ontogenetica a celulei sau organismului si de factorii de mediu.
In consecinta, celulele noastre posedi mecanisme de reglare, care asigura selectia genei care va
fi expresatd; transcriptia ei; selectia si realizarea modelului de processing al ARNm specific
celulei date; transferul ARNm din nucleu in citoplasma si interactiunea lui cu factorii reglatori ai
translatiei; translatia mesajului codificat in ARNm in succesiunea de aminoacizi si formarea unui
polipeptid specific. Polipeptidul sintetizat pe baza expresiei unei gene este supus unor anumite
modificari structurale si conformationale pentru a deveni o proteinad functionala / componenta a
proteinei functionale.

T(U) C A G Translatia este o etapa majord a

(Phe) | (Ser) | (Tyr) | (Cys) | T(U) | expresiei genelor, reprezinta un proces
T | (Phe) | (Ser) | (Tyr) | (Cys) complicat de descifrare a secventei

C
(U) | (Leu) | (Ser) | STOP | STOP A polinucleotidice  intr-0  succesiune de
(Leu) | (Ser) | STOP | (Trp) G aminoacizi cu formarea lantului polipeptidic.

: Corespondenta dintre succesiunea
L P H A T .
(Lew) } (Pro) | (His) | (Arg) | T(Y) | leotidica din ARNm (copia ADN-ului) si

C (Lew) 1 (Pro) 1 (His) | (Arg) ¢ ordinea aminoacizilor din polipeptid se
(Leu) | (Pro) | (GIn) | (Arg) A . )
(Leu) (Pro) (Gln) (Arg) G numeste cod geqetlc, care este universal
(Ile) Thn | (Asn) | Gen | T(W) pentru toate org_anlsmele vi. . _

Translatia este realizata pe ribosomi

A (lle) (Thr) | (Asn) | (Ser) C de catre moleculele de ARNt dupa principiul
(Ile) (Thr) | (Lys) | (Arg) A complementaritatii codonilor din ARNm cu
(Met) | (Thr) | (Lys) | (Arg) | G | anticodonii de pe ARNt. Astfel moleculele
(Val) | (Ala) | (Asp) | (Gly) | T(U) | de ARNt sunt specifice atit codonilor din

G (Val) | (Ala) | (Asp) | (Gly) ARNmM, cat si aminoacizilor pe care ii

(val) | (Ala) | (Glu) | (Gly)
(val) | (Ala) | (Glu) | (Gly)

transporta. Translatia codului genetic incepe
cu codonul AUG, care corespunde

@>|0

Metioninei, si se termind cand intervine unul
din codonii stop — UAA, UAG sau UGA. Aparatul de translatie include numerosi factori proteici
s1 non-proteici care asigurd desfasurarea corectd a procesului, regleaza initierea, elongarea si
terminarea translatiei, controleaza rata translatiei, stabilitatea ARNm, asigura alegerea caii
folding-ului proteinei sintetizate (conformatia, adaugarea secventelor-semnal, etc.).

Subiecte pentru discutie :

1. Etapele expresiei informatiei genetice in celula eucariota.
Principiile codului genetic.
Particularitatile translatiei la eucariote.
Caracteristica aparatului de translatie.
Principiile si etapele principale ale translatiei.
Particularitatile translatiei la procariote.

ook owd
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1. Definiti notiunile:

Transcriptia IG

Translatia IG

Cod genetic

Polipeptid

Aparat de translatie

Situs A

Situs P

Secventa lider

Codon AUG

Codon STOP

Folding-ul proteinei

2. Completati tabelul: ,,Particularititile codului genetic”:

b

Caracteristica

Exemple

Universal

Triplet

Specific

Degenerat

Cvazidublet

Colinear

Nesuprapus

Fara virgule

3. Completati legenda figurii:

5|

AUG

©|_2_|
3

1

UAA

71




4. Analizati schema: ,,Etapele expresiei informatiei genetice” si completati tabelul

S-ATTGCAAGATTACCATGA-3" ApN
3-TAACGTTCTAATGGTACT-%

l Transcriptie
5-AUUGCAAGAUUACCAUGA-3' ARNm
1 Translatie

lle - Ala - Arg - Leu - Pro polipeptid

Tabelul ,,

Codul genetic

Caracteristici ADN (catena codogenad) ARNM

Literele codului

Codon 1

Codon 2

Codon 3

Cuvinte

Codon 4

Codon 5

Codon 6

Fraza codificata

Fraza
decodificata

5. Analizati schema si completati legenda figurii (A) si tabelul (B):

ARNmM 1 2 3 4 STOP
G5'ppp5'AGGCAAUGUUGCAACGUUGAAUUCGAAAAAA-3
I Trenslatie (ARNt)
Met — Leu GIn Arg polipeptid

anticodoni

1
ARNt UAC AAC T}
Met i

A. Figura ,,
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B. Tabelul: ,,Relatia dintre principalele componente ale aparatului de translatie”

Aminoacidul Codoni ADN Codoni ARNm Anticodoni ARNt
Met
Leu
Gln
Arg
*Concluzii:
a—5 6. Asociati literele cu cifrele corespunzitoare din
9 figura ce reprezinta ARNt:
T8— A. Bucla dihidrouridinic;
o B. Bucla T¥C;
— C. Bucla anticodon;
00, o~ = OOO D. Bratul acceptor;
8 2 ] ] a g E. Interactioneaza cu codonii din ARNm;
O (lD OO(ID 80000 ) F. Interactioneaza cu ribosomii;
Coc0 <% —oe G. Interactioneaza cu peptidiltransferaza;
%:8 % H. Interactioneaza cu aminoacil-ARNt-sintetaza.
—Q
%
o 3 0
L PN

7. Asociati centrele active ale ribosomului cu denumirile lor:

1. Situsul de unire cu ARNm;
2. Peptidiltransferaza;

3. Situsul de eliberare a ARN;
4. Situsul peptidil;

5. Situsul aminoacil.
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9. Completati tabelul: ,,Caracteristica aparatului de translatie a celulei eucariote”

Nr. de variante posibile Functii in timpul

Componente in celula translatiei

Exemple

ARNmM

Ribosomi

ARNt

Aminoacizi

Aminoacil-
ARNTt-sintetaze

ATP, GTP

elF

eEF

RF

10. in loc de concluzii completati tabelul: “Caracteristica comparativii a transcriptiei si
translatiei”

Transcriptie Translatie

Definitie

Produs final

Principii majore

Matrita utilizata

Directia citirii matritei

Directia polimerizarii

Unitati de polimerizare

Polimeraza

Secventa initiatoare a
procesului

Secventa terminatoare
a procesului

Locul desfasurarii
la eucariote

Rolul biologic
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Finalitati:

1.
2.
3.

Intelegerea rolului translatiei in realizarea informatiei genetice.

Cunoasterea particularitatilor translatiei la eucariote;

Sa stiti rolul biologic si practic al prelucrarii posttranslationale a polipeptidelor
sintetizate.

Intelegerea particularitatilor de expresie ale genelor nucleare, mitocondriale si ale
procariotelor.

Intelegerea consecintelor patologice a defectelor ereditare sau dobandite a componentelor
aparatului de realizare a informatiei genetice.

Formulati 5 intrebari ce se refera la codul genetic.

Sl Fd A
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Test pentru autoevaluare
Modelati expresia IG si explicati principiile utilizate:
1. Ce polipeptide sunt codificate in fragmentele celor doua gene? Ce proprietate a codului
genetic se manifesta?

5-TTCCTAGTG-3' S-TTTTTGGTA-3’
3'-AAGGATCAC-5 3'-AAAAACCAT-%’

2. Se da un polipeptid:
Met-Val-Ser-Phe-Arg
. aratati ARNm ce a servit 1n calitate de matrita pentru sinteza
acestui polipeptid;
. gasiti secventa genei ce a codificat acest polipeptid;
e  aratati variantele posibile de ARNt ce au participat la sinteza
acestui polipeptid;
e numiti proprietatile codului genetic pe care le-ati evidentiat.

3. Se da o molecula de ARNm:
G5'ppp5'CAUCGGAUGAACAGAGCAUCCUAACAGGAGACAUAAAAAAAZ'

translati ARNm,;
aratati produsul translatiei;

aratati translatorii (moleculele de ARNt,
specificand anticodonii);

- evidentiati proprietatile codului genetic

4. Completati tabelul si indicati 5’ si 3’ pentru ambele catene ale ADN-ului, ARNm, ARNL.

C C
T |G |A ADN
C |A U ARNmM
G |C |A Anticodonii ARNt
Trp aminoacizii
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LUCRAREA PRACTICA Nr. 9
CONTROLUL EXPRESIEI GENELOR

Organismul uman este un organism pluricelular cu peste 200 de tipuri de celule, care
formeaza tesuturi si organe cu functii diferite. Toate celulele somatice ale unui organism sunt
genetic identice (au acelasi genom, aceleasi gene), provenind de la celula zigot prin mitoze
succesive, dar au proteinom diferit i astfel proprietati si functii diferite. Fiecare celuld contine
circa 7x10° p.n. in cele 46 molecule de ADN, circa 30 000 perechi de gene. In celulele
organismului uman in diferite momente ontogenetice sunt active numai 10% din gene, 90% -
sunt inactive transcriptional si corespund heterocromatinei. Unele gene au expresie continud in
toate perioadele ontogenezei si in toate celulele organismului — genele pentru ARNr, ARNt si
genele house-keeping. Alte gene au expresie temporalda dependenta de tesut, de perioada
ontogenetica a organismului, a ciclului celular, sau au activitate dependentd de factorii de mediu.
Astfel, celula poseda mecanisme foarte complexe de reglare a expresiei genice.

Reglarea expresiei genice include mai multe procese:

alegerea genei pentru transcriptie;

activarea secventei de ADN pentru transcriptie;

controlul activitatii ARN-polimerazei II care va transcrie gena {inta;

alegerea variantei de splicing a ARNm;

controlul cantitatii si calitatii ARNm si proteinei sintetizate.

La eucariote genomul nuclear este enorm si este puternic compactizat (ADN + proteine
histone, proteine nehistone), recunoasterea si activarea unei secvente scurte de nucleotide (unei
gene) este dificila; exista mecanisme de reglare multiple, la diferite nivele de expresie a genelor
(pretranscriptional, transcriptional, processing ARNm, translatie, etc.). Etapa principala de
reglare a expresiei genei se realizeaza la nivelul inifierii transcriptiei, iar mecanismul principal
este interactiunea unor factori proteici (factori trans-reglatori) cu secventele reglatoare ale
acizilor nucleici (elemente cis-reglatorii). Factorii proteici reglatori sunt produsii unor gene
situate la distantd, pe alte molecule de ADN.

Produsul final al expresiei genei este proteina biologic activa, care este rezultatul
translatiet ARNm corespunzator si modificarilor posttranslationale. Polipeptidul sintetizat, pana
a ajunge functional, sufera o serie de modificari:

- modificari conformationale — pentru obtinerea formei biologic active;

- asocierea polipeptidului sintetizat cu alte polipeptide pentru formarea proteinelor

complexe;

- modificari calitative ale polipeptidului reversibile (acetilarea, fosforilarea) sau

permanente (glicozilarea, adaugarea unor complexe lipidice, clivarea proteolitica);

- interactiunea cu cofactori (Fe?*, Zn?*, etc.).

Intelegerea mecanismelor de control al expresiei genelor, cunoasterea factorilor—cheie in
reglare permit elaborarea unor strategii terapeutice de blocare a genelor cu expresie patologica
sau de activare a genelor, expresia carora este blocata, iar produsul cdrora este necesar pentru
supravietuirea celulara.

VVVYY

Subiecte pentru discutie:

1. Etapele expresiei informatiei genetice in celula eucariota.
Nivele de control al expresiei genelor la eucariote.
Factorii de reglare a transcriptiei genelor.

Clasificarea genelor umane.
Principiile de activare si inactivare a genelor umane.
Controlul calitatii proteinei sintetizate.

ook owm
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1. Definiti notiunile :
Transcriptia IG

Translatia IG

Expresie genica

Control pozitiv al expresiei genelor

Control negativ al expresiei genelor

Cis-reglare

Trans-reglare

Conformatie

Chaperoni

Rata transcriptiei

Proteinom

2. Completati tabelul: ,,Clasificarea genelor umane”

Criterii de clasificare Categorii de gene

Exemple

Dupa particularitatile
transcriptiei

Dupa necesitatea lor spatiala

Dupa necesitatea lor
temporara

Dupa posibilitatea lor de a fi
transcrise

Dupa rolul lor in sinteza
proteinelor

Dupa reactia la factorii de
mediu

Dupa tipul de proteina
sintetizata
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3. Odontoblastii sunt celulele responsabile de formarea si maturizarea dentinei. Dentina este

compusa din saruri minerale (60%), substante
organice —proteine, lipide, hidrati de carbon
(20-26%) si H20 (~10%). Proteinele majore
ale dentinei sunt tropocolagenul, colagenul de
tip 1. Colagenul este o proteind complexa a
matricei extracelulare si este format din trei
lanturi polipeptidice care pot fi de tip ol sau
a2 dispuse intr-un triplu helix (etapele
maturizarii colagenului vezi in figurd).
Lanturile de tip al sunt codificate de gena
COL1AL, iar cele de tip a2 sunt codificate
de gena COL1A2. Gena COLI1Al este
localizata pe crs. 17 - 17921.3-022.1, contine
17.54 kb, 51 de exoni, se expreseaza intr-un
ARNmM de 5927 b ce asigura sinteza unui
polipeptid — precolagen lal de 1464 aa.
Gena COL1A2 este localizatd pe crs. 7 -
7022.1, contine 36.67 kb, 52 de exoni, se
expreseaza intr-un ARNm de 5411 b ce
asigura sinteza unui polipeptid — precolagen
la2 de 1366 a.a.

. RER

Sinteza polipeptidelor
procolagenului Q n G
al

F=
H =1} PH ? -
2 Ll al
M Glicozilarea a2
Ly bd . |
= AL
Formarea f Fropsptids n-
prucolagenuﬁi L Hepd 7
Praccllagen Q n %u Lateral g=sociation
i o
e Galgi
Secretia rrl.- somplx
Citosolul odontoblastului ,"n Exocitoza
|
Spatiul extracelular 3 1 1
u:‘n% Clivara
o) GEEJ B poteotiics

Callagen moleuke
]

(a) Desenati schematic gena COL1A1 si indicati regiunile reglatoare si codificatoare. Enumerati
si caracterizati etapele expresiei genei COL1AL.

(b) Desenati schematic gena COL1A2 si indicati regiunile reglatoare si codificatoare. Enumerati
si caracterizati etapele expresiei genei COL1A2.
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4. Completati tabelul: “Nivele de reglare a expresei genice”

Nivel de reglare Scopul Mecanisme generale

Pretranscriptional

Transcriptional

Posttranscriptional

Translational

Posttranslational

5. Analizati figura: ,,Expresia alternativa a genei pentru amilaza”. Formulati 3 concluzii ce
se refera la sinteza amilazei in ficat si glandele salivare

] . . Exon2 Exon3
ARNm pentru amilaza hepatici. periazzz27
E E v C)
£4 £4 1o &
ADN 7/ P iz —+
S0bp 220D op 161 by 4500 bp Nesbp 32T bp
T L/
\ Exon2 Exon 3
ARNm pentru amilaza salivarid Y, 77777 i
1.
2.
3.
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6. Analizati schema prezentata si incercati sa evaluati consecintele mutatiilor la nivelul
promotorului genei pentru factorul IX de coagulare:
a) mutatia in pozitia -20

b) mutatia in pozitia -30

Promotorul genei pentru factorul IX de coagulare

-36 =27 =22 =15 |
| 1 —] ]

AR HNF4

Gena este localizata pe cromozomul X
Regiunea transcrisa contine 32 700 p.n., contine 8 exoni

Transcriptia genei este mediata de doi receptori majori
pentru factorii de initiere a transcriptiei AR si HNF4
AR - androgen receptor pentru factorii de transcriptie,

activat la pubertate
HHNF4 - hepatocyt nuclear factor - 4, receptor pentru factorii
de transcriptie, activat in timpul dezvoltarii prenatale

Mutatiile genei pentru factorul IX determina hemofilia B.

7. Analizati figura “Expresia temporala si spatialda a genelor globinelor” si completati
tabelul:

Gene a
N HENIEE BH B
crs. 16 ° v yeZyal 62  al yo
embrion fat si adult
Gene

. -I]:[-*\

¢ YA wyp 0

crs.11 @ : ,
embrion fat nou-nascut
adult
FORT Ficat Maduva rosie
Sac vitelin a oaselor si splina
Tipul Cum se formeaza Organul hematopoetic
hemoglobinei
Hb embrionara
Hb fetala
Hb adultului
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8. Completati tabelul: “Reglarea epigenetica a activitatii genelor”

Mecanisme

Efect

Fosforilarea H1

Defosforilarea H1

Acetilarea histonelor

Dezacetilarea histonelor

Metilarea H3 (Lys4)

Metilarea H3 (Lys9)

Metilarea ADN

Helixul B — helix Z

Helixul B — helix A

Helixul Z — helix B

9. Completati tabelul: “Caracteristica generala a factorilor reglatori ai transcriptiei”

Grupe de factori

Caracteristica

Exemple

Factori cis — genici

Factori trans — genici

Factori epigenici

Finalitati:

1. Sa cunoasteti etapele de realizare si nivelele de reglare a expresiei genelor umane.
2. Sa intelegeti de ce depinde calitatea si cantitatea proteinelor sintetizate in celulele

noastre.

3. Sa intelegeti rolul diferitor categorii de factori in reglarea activitatii genelor.
4. Sa stiti principalele mecanisme de control pozitiv §i negativ al expresiei genice.
5. Sa puteti evalua rolul practic al cunostintelor despre particularitatile expresiei genelor

umane.

Formulati 5 concluzii ce se refera la expresia genelor umane codificatoare de proteine.

SAESE I

Teme de referate:

- Reglarea expresiei genelor la procariote si rolul inhibitor al antibioticelor.
- Controlul expresiei genelor cu activitate specifica de fesut.

- Caracteristica genelor plastice din genomul uman.

- Expresia genelor umane in diferite perioade ontogenetice.

- Terapia genica.
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LUCRAREA PRACTICA Nr. 10
REPLICAREA

Moleculele de ADN au structurd unica in lumea vie, sunt formate din doud catene
complementare, antiparalele si dublu spiralate, care determind proprietafi unice acestor
biopolimeri:

- replicarea, care asigura dublarea informatiei genetice si autoreproducerea organismelor vii;
- reparatia, care asigura stabilitatea materialului genetic si pastrarea caracterelor de specie,
familiale de-a lungul generatiilor.
Replicarea si reparatia sunt procese moleculare foarte complexe, cu implicarea a
numeroase enzime la diferite etape. Initierea replicarii este controlara de factorii mitogeni ce
implica declansarea unui lant metabolic de semnalizare, gratie caruia se asigura proliferarea
celulelor organismului (in timpul cresterii prenatale si postnatale, reinnoirea sau regenerarea
tesuturilor). ADN-polimeraza este principala enzimd a aparatului de replicare care asigura
selectarea nucleotidelor, polimerizarea lor in catena noud dupa principiul complementaritatii.
Unele dintre ADN-polimeraze au capacitatea de lectura si corectie a erorilor de imperechere.
Moleculele de ADN cromozomial sunt lineare, si, datoritd complexitatii procesului de
sintezd a catenelor noi, devin cu fiecare runda de replicare mai scurte §i mai scurte —
reprezentind un risc de pierdere a materialului genetic de la capetele cromozomilor. in mod
normal, scurtarea cromozomilor este prevenita de modul de organizare a capetelor ADN-ului
cromozomial — telomerii §i unui mecanism particular de sinteza a lor, catalizat si controlat de
telomeraza — o enzima cu activitate de reverstransriptie asociata cu un ARNsn.
Sub actiunea diferitor mutageni se produc variate modificari ale structurii ADN, care
pentru a fi corectate, necesita diferite sisteme de identificare, inlaturare a secventelor defecte si
inlocuirea acestora cu secvente originale. Din aceste motive celulele noastre posedd mai multe
sisteme de reparatie:
— NER — reparatia prin excizia nucleotidelor defecte;
— BER — reparatia prin excizia bazelor azotate modificate;
— Reparatia mismatch — prin corectia erorilor de imperechere a bazelor azotate;
— Autocorectia greselilor in timpul replicarii.

In patologia umani se intalnesc o serie de boli determinate de defecte ale reparatiei ADN:

= Xeroderma pigmentosum, determinatd de incapacitatea de inlaturare a dimerilor pirimidinici,
pacientii prezintd hipersensibilitate la radiatia UV si manifestd leziuni ale tegumentelor,
inclusiv cancer;

= Ataxia-telangiectasia - hipersensibilitatea fata de radiatiile ionizante;

= Anemia Fanconi - hipersensibilitatea fatd de agentii ce provoaca legaturi covalente
nespecifice bicatenare; leucemii §i anemie aplastica progresiva;

= Sindromul Bloom - hipersensibilitatea fata de numerosi agenti mutageni; imunodeficiente;
retard de crestere; predispozitie la cancere.

Subiecte pentru discutii :
1. Rolul biologic al replicatiei si reparatiei.
2. Caracteristica aparatului de replicare.
3. Etapele si particularitatile replicarii ADN-ului nuclear.
4. Tipurile de replicare a ADN-ului in diferite sisteme biologice. Importanta practica a
cunoasterii particularitatilor de replicare a ADN-ului viral si bacterian.
Sistemele reparative ale celulei umane si functia lor.
6. Telomerii si telomeraza.

o
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1. Definiti notiunile:

Replicare

Replicon

Replisoma

Primosoma

Primer

Catena lider

Fragment Okazaki

Telomeraza

Reparatie

Aparat de reparatie

Aparat de replicare

2. Completati tabelul: ,,Caracteristica generala a replicarii”

Definitie

Principii de realizare

Matrita utilizata

Unitati de polimerizare

Enzimele responsabile

Momentul realizarii

Rol biologic
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3. Ce principii ale replicarii puteti evidentia in figura data?

A5 oG
-
gt
5T
A
C
c
C
A--T
T-A
0.
5 G el
N Aj
G--C Z(GC
T A= T --A—

4. Modelati replicarea fragmentului dat de ADN:

ADN D' ...CAAGTCCTAACATGATGCT....
3'..GTTCAGGATTGTACTACGA....

o1 w

a) Care catena este utilizata in calitate de matrita?

b) Cate molecule de ADN ati obtinut?

€) Moleculele sintetizate se asemana intre ele?

d) Moleculele sintetizate se asemana cu molecula initiala?
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5. Completati tabelul: ,,Aparatul de replicare”

Functii Rol biologic

ADN-polimeraza

Primaza

Helicaza

Topoizomeraza

Proteine SSB

ADN - catena 5'—3’

ADN - catena 3«5’

Situsul ORI

dNTP

NTP

Telomeraza

Factori de crestere
(mitogeni)

6. Completati legenda figurilor:




7. Completati tabelul: ,,Particularitatile replicatiei la diferite organisme”

Caracteristica ADN nuclear ADN mitocondrial

Numarul de repliconi

Numarul secventelor
ORI

Enzimele participante

Modelul replicarii

Numarul de molecule
rezultate

Perioada ciclului
celular

Analizati tabelul si scoateti in evidentd importanta practicd a cunoasterii particularitagilor
replicarii la diferite organisme.

8. Completati legenda figurii (cifre arabe) si etapele replicarii (cifre romane):

Dati denumire schemei:

Unde puteti intalni acest model de replicare?

Ce rol biologic are acest model de replicare?
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9. Analizati figura si gasiti raspunsuri la urmatoarele intrebari:

Replicarea L Disjunctia
ADN HE cromatidelor
-_—
Perinada S Anafaza

|+

© © OO

Celuld cu 46 de crs Celula cu 46 de crs Celuld cu 46 de crs Celula cu 46 de crs

monocromatidieni bicromatidieni monocromatidieni

monocromatidieni

10. Completati tabelul: ,,Reparatia ADN”

a) Din ce este format cromozomul
monocromatidian?

b) Din ce este format cromozomul
bicromatidian?

c) Care este originea cromozomului
monocromatidian?

d) Care este origine cromozomului
bicromatidian?

e) Care este rolul biologic al replicarii
ADN-ului cromozomului?

Reparatia BER

Reparatia NER

Definitie

Cum se recunoaste defectul

Cum se inlatura defectul

Cum se completeaza golul

Etape

Enzime responsabile

Rol biologic

Analizati tabelul si identificati tipul de reparatie din schemele de mai jos; numiti etapele
principale indicate cu cifre si responsabilii la fiecare etapa:

Baza azotata modificata
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11. O persoana a fost expusa la actiunea razelor ultraviolete si risca producerea unor modificari
in ADN-ul celulelor epidermisului:

- Ce modificari pot aparea in molecula de ADN?

- Cum pot fi Inlaturate?

- Ce sistem enzimatic va activa in celula afectata?

- Care sunt consecintele blocarii reparatiei ...................... ?

12. Din pulpa dentara unei persoane au fost extrase si analizate celulele. Rezultatele au aratat
urmatoarele:
- prima categorie de celule aveau 7 picograme de ADN, ce corespund celor 46 molecule de
ADN;
- a doua categorie — 8-10 picograme de ADN;
- a treia categorie — 14 picograme de ADN.

Prin ce explicati diferentele?

13. in loc de concluzii, completati tabelul: ,,Analiza comparativi a replicatiei si
transcriptiei”

Replicarea Transcriptia

Secvente reglatoare ale
initierii procesului

Secvente reglatoare ale
terminarii procesului

Etapele principale de
desfasurare

Tipurile de monomeri
necesari

Enzime implicate

Principiile generale de
realizare

Matrita utilizata

Produse finale

Perioada ciclului celular
de desfasurare

Rolul biologic

Finalitati:

1. Intelegerea mecanismelor moleculare implicate in dublarea materialului genetic si stabilitatea
informatiei genetice in succesiunea generatiilor;

2. Sa stiti particularitatile replicarii ADN-ului nuclear si mitocondrial.

3. Intelegerea principalelor diferente in replicarea ADN eucariotic de cel al bacteriilor si
virusilor.

4. Cunoasterea rolului biologic si practic al replicatiei si reparatiei.
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Test de autoevaluare:

Principalele caracteristici ale replicarii sunt:
a. Este semiconservativa;
b. Este bidirectionala;
C. Este unidirectionata;
d. Polimerizarea nucleotidelor are loc in directia 5' — 3';
e. Implica participarea mai multor factori proteici.
Alegeti afirmatia falsa despre secventa ORI:
a. Reprezintd punctul de origine al replicarii;
b. O secventa specifica de nucleotide, numitd secventa autonoma de replicare;
c. Numarul secventelor ORI este egal cu numarul de repliconi;
d. La eucariote este asociatd cu metaloproteine de axa proteica a cromozomilor;
e. La organismele diferitor specii numarul constant de secvente ORI
Care dintre afirmatii se refera la ADN-helicaze?
a. Realizeaza despiralizarea si denaturarea localda a ADN-ului prin hidroliza ATP;
b. Este responsabila de formarea furcilor replicative;
c. O singura helicaza este suficientd pentru formarea celor doua furci replicative;
d. Fiecare furca replicativa are helicaza proprie;
e. Impreuni cu primaza formeazi complexul primosomul.
Primaza are urmatoarele caracteristici:
a. Are activitate ARN-polimerazica
b. Stabilizeaza monocatenele de ADN denaturat.
C. Initiaza sinteza ARN-primer;
d. Impreuna cu helicazele formeaza complexul primosom;
e. Initiaza sinteza unei secvente scurte de ribonucleotide;
Topoizomerazele:
Realizeaza despiralizarea si denaturarea locala a moleculei de ADN;
Initiaza sinteza ARN-primerului;
Scindeaza legaturile fosfodiesterice, relaxand dublul helix;
Enzime capabile sa sintetizeze catene noi de ADN pe catene matrite;
Leaga capetele fragmentelor de ADN prin formarea legaturilor 3' — 5' fosfo-
diesterice;
Care dintre enzimele aparatului de replicare poseda functie nucleazica?
a. ADN-helicaze;
b. Primaza;
c. Topoizomerazele;
d. ADN-polimeraza;
e. ADN-ligaza.
Care dintre afirmatii se refera la activitatea ADN-polimerazei?
a. Sintetizeaza catene noi de ADN prin extinderea ARN-primerului;
b. Poate initia sinteza unei catene noi de ADN si in absenta unei catene preexistente;
c. Sinteza se produce doar 1n directia 5' — 3';
d. Citirea are loc doar in directia 3' — 5';
e. Prezinta si activitate nucleazica:
Replicarea de tip 0 este caracteristica pentru:
Virusuri,
Procariote;
Eucariote;
Procariote si eucariote;
Nici un raspuns nu este corect.

o0 o

®o0 o
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9. Replicarea de tip o este caracteristic pentru:
a. Virusuri;
b. Virusuri si unele procariote;

C.
d.
e.

Virusuri si unele eucariote;
Unele procariote si eucariote;
Virusuri, unele procariote §i eucariote.

10. Pentru replicarea ADN la eucariote este caracteristic:

a.
b.
C.
d.
e.

Replicarea incepe concomitent in mai multe puncte ORI;

Este asincrona;

Secventele eucromatice se replica inaintea celor heterocromatice;
Secventele heterocromatice se replica Tnaintea celor eucromatice;
Are loc numai in perioada S a ciclului celular.

11. Particularitati ale replicarii ADN-ului mitocondrial sunt:

a.
b.
C.
d.
e.

Fiecare catend contine cate un situs de initiere propriu;
Sinteza Incepe de pe catena H;

Sinteza incepe de pe catena L;

Replicarea celor doua catene este asincrona;

Are loc numai in perioada S a ciclului celular.

12. Particularitati ale replicarii ADN la eucariote:

a.
b.
C.
d.
e

Are loc numai in perioada S a ciclului celular;

Este asincrona;

Secventele eucromatice se replica inaintea celor heterocromatice;
Secventele heterocromatice se replica inaintea celor eucromatice;
Replicarea incepe concomitent in mai multe puncte ORI.

13. Telomeraza:

a.
b.
C.
d.
e

Participa la replicarea regiunilor telomerice;
Proteina cu functia de revers transcriptaza;
Contine ARN in calitate de matrita;

Se intalneste si la procariote;

Este caracteristica doar pentru eucariote.

14. Fragmentele Okazaki:

a.
b.
C.
d.
e.

Se sintetizeaza de pe catena matritd 5' — 3' a furcii de replicare;
Se sintetizeaza de pe catena matritd 3' — 5' a furcii de replicare;
Au aceiasi lungime la pro- si eucariote;

Sunt sintetizate discontinuu in directia 5' — 3';

ADN polimeraza nu participa la sinteza lor.

15. Alegeti afirmatia falsd pentru reparatie:

a.
b.
C.
d.
e

16. Reparatia:

o0 o

Proces de restabilire a leziunilor din moleculele de ADN;

Asigura pastrarea intactd a materialului genetic de-a lungul generatiilor;

Este caracteristic doar pentru eucariote;
Are loc doar in moleculele de ADN;
La eucariote aste controlata de produsii mai multor gene.

Proces de restabilire a leziunilor din moleculele de ADN;

Asigura pastrarea intactd a materialului genetic de-a lungul generatiilor

Este caracteristica doar pentru ADN;
Se realizeaza atat la pro- cat si la eucariote;
Poate avea loc in molecule de ARN.
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17. Substitutia unui nucleotid in molecula de ADN determina:

a.
b.
C.
d.
e.

Modificarea unei secvente a moleculei de ADN;
Modificarea structurii moleculei de ADN;

Poate impiedica replicarea si transcriptia;
Reprezinta erori ale replicarii;

Pot fi rezultatul dezaminarii bazelor azotate.

18. Modificarile structurale ale moleculelor de ADN:

a.
b.

oo

Afecteaza doar secventa nucleotidelor in molecula de ADN;

Se formeaza in rezultatul aparitiei legaturilor covalente nespecifice intre
nucleotide;

Legaturi nespecifice se pot forma in cadru unei catene sau intre catenele opuse;
Pot aparea sub actiunea razelor UV;

Nu impiedica replicarea si transcriptia.

19. Analizati elementele din sir si repartizati-le in coloane conform proceselor la care
participa: ATP, dATP, UTP, GTP, ADN-polimeraza, ADN, primaza, ORI, ligaza,
endonucleaza, glicoliaza, ADN cu dimer pirimidinic, helicaza, catena lider, fragmentele

Okazaki.
Replicarea Replicarea Reparatia NER Reparatia BER
ADN nuclear ADN mt
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LUCRAREA PRACTICA Nr. 11
CICLUL CELULAR

Ciclul celular reprezinta ansamblul de procese genetice, biochimice si morfologice ce se
petrec in celuld de la nasterea ei pana la diviziunea ei in doud celule, specializare sau moarte. in
general, ciclul celular cuprinde patru perioade distincte:

- perioada postmitoticd sau presintetici, cand celula isi restabileste activitatea genelor,
incetinitd in timpul mitozei; isi stabileste calea de evolutie — crestere si proliferare, diferentiere
sau apoptozad (moarte celulard programata);

- perioada sintetica, care se declanseaza ca raspuns la semnalele mitogene prin replicarea
ADN-ului cromozomial — dublarea exacta si completd a materialului genetic nuclear; dublarea
centriolilor care va asigura formarea aparatului mitotic;

- perioada postsinteticid sau premitotica, care asigura controlul calitatii ADN-ului replicat,
reparatia erorilor si acumularea factorilor proteici necesari declansarii si deruldrii corecte a
mitozei; in caz daca celula nu este suficient de pregatita pentru diviziune, nu si-a reparat greselile
sau si-a epuizat programul de supravietuire este indus programul apoptotic;

- mitoza sau diviziunea ecvationala a celulei ce se caracterizeaza prin repartizarea egala si
identicd a cromozomilor la doud celule fiice; citokineza asigurd repartizarea masei
citoplasmatice.

Pentru realizarea corectd a ciclului celular exista un sistem foarte complex de control
intra- si intercelular gratie caruia celulele organismului sunt genetic identice; populatiile de
celule ale unui tesut sau organ se afla intr-un echilibru dinamic cu necesitatile fiziologice ale
organismului; celulele inalt specializate isi pierd capacitatea proliferativa (de diviziune); celulele
epuizate, care au acumulat mutatii, celulele nedorite sunt eliminate, fara a afecta alte celule, prin
apoptoza.

Cunoasterea particularitatilor ontogenezei celulelor umane, mecanismelor de control al
ciclului celular reprezinta cheia succesului medicinii contemporane in intelegerea transformarii
celulare in cancerogeneza sau controlul apoptozei in patologia neurodegenerativa, in senescenta.

Subiecte pentru discutii :

Periodizarea ciclului celular ti caracteristica fiecérei perioade.

Rolul biologic al interfazei i mitozei.

Dinamica cromozomilor de-a lungul ciclului celular.

Caracteristica ciclului centriolar si nucleolar.

Factori reglatori ai evolutiei diferitelor tipuri de celule in organismul uman.
Perioada Go. Mecanisme genetice in diferentierea celulara.

Apoptoza si rolul ei biologic.

NoakowhE
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1. Definiti notiunile:

Interfaza

Mitoza

Punct de restrictie

Cicline

Factor de crestere

Aparat mitotic

Apoptoza

Diferentiere celulara

Proliferare

Transformare celulara

Citokineza

Perioada Gg

Transformare celulara

2. Urmiriti dinamica cromozomilor din figura si indicati cu cifre perioada ciclului
celular corespunziatoare. Completati figura cu sageti care ar indica evolutia evenimentelor
din celula.

Gl

S

G2
Profaza
Metafaza

Anafaza

~N O o A W N

Telofaza
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3. Completati tabelul: ,,Procesele

senetice de baza si perioadele ciclului celular”

Gl

S

G2

Mitoza

Replicare

Reparatie

Transcriptia

Translatia

4. Completati tabelul: ,,Evenimentele principale din ciclul celular”

Dublarea
materialului genetic

Repartizarea
materialului genetic

Dublarea centrului
celular

Prezenta
nucleolului

Gl

S

G2

Profaza

Metafaza

Anafaza

Telofaza

5. Completati tabelul: ,,Caracteristica generala a perioadelor ciclului mitotic”

Evenimente
caracteristice

Procese genetice de
baza

Nr. molecule
de ADN

Nr. de

cromozomi

Nr. de
cromatide

Gl

G2

Profaza

Metafaza

Anafaza

Telofaza

*Nr. de molecule de ADN si de cromozomi caracteristice celulelor umane.
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6. Analizati cunostintele Dv. si schemele de mai jos. Completati desenele caracterizind

celulele somatice ale unui organism diploid.

Completati schemele
corespunzator perioadei
ciclului celular
pentru celula cu 6 crs

Inducati
formula
cromozomiala

Evaluati
dinamica
materialului
genetic
nuclear

Introduceti
procesele
celulare
caracteristice

Introduceti
procesele
moleculare
caracteristice

(0

1@

G2

(U
O
@

o

O
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7. Analizati etapele si evenimentele celulare in apoptoza si caracterizati-le in tabelul de mai
jos:

Etapa sau evenimentul Caracteristica

|

]
Il
A
B
C
D

l i Enumerati celulele ce intra pe cale apoptotica:

\ ¢

8. Completati tabelul si incercati si realizati ce se intAmpli cand celulele noastre pierd
controlul ciclului celular si apoptoza are loc haotic.

Apoptoza normala Apoptoza in exces Apoptoza deficitara

Tesut nervos

Epiteliul intestinului

Tesut hematopoietic

Epiteliul cavitatii bucale

Tesut osos
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9. Completati si analizati tabelul: ,,Rata proliferativa si particularitatile ciclului celular in

diferite tipuri de tesuturi”

Categorii de celule

Exemple Perioadele ciclului celular caracteristice

Celule specializate fara
capacitate proliferativa

Celule specializate cu
capacitate proliferativa redusa

Celule nespecializate cu
capacitate proliferativa Tnalta

Celule transformate

Smalt

Dentina

= Fulpa
Gingia

Cement

Os

//,Vassangum

Nerv

9. Pulpa dentara reprezinta tesut moale, lax din cavitatea
dintelui, responsabil de activitatea dintelui (formarea
dentinei, alimentarea tesuturilor dintelui, apararea imuna ...).
Pulpa contine o varietate mare de celule: odontoblaste,
fibroblasti, macrofagi, limfocite, plasmocite, celule
dendritice (celule slab diferentiate — celule STEM).

A. Care procese asigura reinnoirea pulpei dentare?

B. Ce procese asigura regenerarea pulpei dentare?

C. In figura de mai jos este prezentatd o populatie de celule
slab diferentiate (asemanatoare cu cele ale pulpei) in diferite
perioade.

1) Determinati in ce faza se afla fiecare din celulele de mai jos;
2) Scrieti formula cromozomiala pentru fiecare celula;
3) Identificati daca sunt toate perioadele caracteristice acestui proces;

4) Care perioada lipseste?

5) Completati desenele cu schema / schemele care lipsesc.
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10. Completati tabelul: “Semnificatia teoretica si practica a principalelor elemente legate
de ciclul celular”

Rolul biologic

Mitoza

Apoptoza

Perioada Gg

Diferentiere celulara

Punctul de restrictie G1 /S

Punctul de restrictie G2 / Mitoza

Ciclinele A

Finalitati:

Cunoasterea evenimentelor principale si periodizarii ciclului celular.

Sa stiti dinamica cromozomilor de-a lungul ciclului mitotic.

Intelegerea principalelor mecanisme ale reglirii ciclului celular si impactului lor practic.
Cunoasterea rolului biologic si practic al mitozei si apoptozei.

Recunoasterea fazelor mitozei intr-un preparat celular.

arONE

Formulati 5 concluzii referitor la rolul celulelor STEM.

AR Fod A
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Test pentru autoevaluare:

1. Cromatina este maximal spiralizata in:
A. Interfaza; B. Profaza; C. Metafaza; D. Anafazd; E Telofaza.

2. Cromozomul devine bicromatidian:
A. sfarsitul perioadei S; B. G1; C. G2; D. Telofazd; E. Anafaza.

3. Principalul eveniment al metafazei mitotice:
A. Migrarea cromozomilor; B. Alinierea cromozomilor in plan ecuatorial; C. Separarea
cromatidelor surori; D. Dezasamblarea membranei nucleare; E. Sinteza centromerilor.

4. Punctele de restrictie se afla intre:
A .GlsiS; B.S si G2; C.G2 si mitoza; D. Profaza si metafaza E. Telofazd si Gl

5. Evenimentele anafazei:
A. Depolimerizarea fibrelor kinetocorice; B. Segregarea simultana a cromatidelor surori; C.
Cromozomii devin monocromatidieni; D. Aparitia membranei nucleare; E. Cromozomii se
grupeaza la cei doi poli ai celulei

6. Proteinele implicate 1n reglarea ciclului celular
A. Factorii de crestere; B. Receptorii C. Factorii de transcriptie; D. Kinaze; E. Histone si
nehistone

7. MPF induce:
A. Formarea fusului de diviziune; B. Dezasamblarea invelisului nuclear; C. Sinteza
materialului genetic; D. Condensarea cromozomilor; E. Biosinteza proteinelor.

8. Sinteza tubulinei are loc in:
A. perioada G1; B. perioada S; C. perioada G2; D. profaza; E. Metafaza.

9. Segregarea cromatidelor surori are loc in:
A. Profaza; B. Interfaza; C. Metafaza; D. Anafaza; E. Telofaza.

10. Dublarea materialului genetic are loc in:
A. Profaza; B. Perioada G1; C. Metafaza; D. Telofaza; E. Perioada S.

11. Evenimentele profazei:
A. Sinteza ARN; B. Condensarea cromatinei; C. Segregarea cromozomilor; D.
Individualizarea cromozomilor; E. Atasarea filamentelor cromozomilor la membrana
nucleara.

12. Enumerati caracteristicile mitozei
A. Este o diviziune a celulei sexuale; B. Are loc separarea cromatidelor surori; C. Este 0
diviziune ecvationala; D. Are loc blocarea transcriptiei; E. este o diviziune caracteristica
celulelor somatice

13. Rolul factorilor reglatori:
A. Initierea sintezei ADN; B. Derularea replicatiei ADN; C. Declansarea mitozei; D. Reglarea
transcriptiei; E. Dublarea componentilor celulari

14. Proprietatile ciclinelor:
A. Se sintetizeaza continuu in interfaza; B. Se distrug in mitoza; C. Se cupleaza cu CDK; D.
Asigurd traversarea perioadelor interfazei; E. Determina iesirea celulei din mitoza.
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15. Asociati fenomenele produse cu fazele corespunzatoare:

A. Sinteza ADN 1. Profaza
B. Apare placa ecuatoriala 2. Anafaza
C. Disjunctia cromatidiana 3. Telofaza
D. Asamblarea membranei nucleare 4. Metafaza
E. Aparitia fusului de diviziune 5. Interfaza
16. Asociati numarul moleculelor de ADN cu fazele ciclului celular
A. 96 1.G1
B. 23 2.G2
C. 46 3.5
D. 92 4. Telofaza
E. 48 5. Profaza
17. Asociati fenomenele produse fazele ciclului celular
A. Clivarea longitudinala a centromerului 1. Telofaza
B. Sinteza factorului de condensare a centromerului 2.G1
C. Citochineza 3. Metafaza
D. Sinteza ARN 4. Anafaza
E. Cromatina maximal condensata 5.G2
18. Asociati numarul moleculelor de ADN cu fazele ciclului celular
A. 92 1. G1
B. 46 2 S
C. 23 3. G2
D. 44 4. Telofaza
E. 72 5. Anafaza

19. Desenati schematic celulele cu 2n=6 crs in diferite perioade ale ciclului celular si indicati

Q*QQ
S5-()-0OF
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LUCRAREA PRACTICA Nr. 12
RECOMBINAREA MATERIALULUI GENETIC

Materia vie este supusa permanent modificarilor ca raspuns la actiunea factorilor de
mediu biotici §i abiotici. Variabilitatea, de reguld, poartd caracter adaptiv si este importantd
pentru evolutia viului. Unul din mecanismele universale ce asigura diversitatea intra- si
interpopulationala este capacitatea ADN-ului de recombinare. La eucariote recombinarea
materialului genetic este asiguratid de particularititile inmultirii sexuate. In primul rand este
recombinarea genomica in timpul fecundatiei — contopirii celulelor de origine parentala diferita.
In al doilea rand procesele de recombinare intra- si intercromozomiale in timpul gametogenezei,
proces de formare a celulelor specializate pentru inmultirea sexuatd — gameti sau celule sexuale.

Gametii sunt celule cu set haploid de cromozomi, iar la contopirea gametului feminin cu
cel masculin se reface setul diploid de cromozomi caracteristic speciei (23,X + 23,X=46,XX sau
23,X + 23,Y=46,XY). Gametii se formeaza din celule diploide prin doua diviziuni succesive
meiotice: prima diviziune este reductionald, iar a doua este ecvationali. In timpul diviziunii
reductionale are loc conjugarea cromozomilor omologi materni §i paterni in timpul careia este
posibil schimbul reciproc de secvente nucleotidice — crossing-overul sau recombinarea
intracromozomiala. In anafaza diviziunii reductionale are loc disjunctia cromozomilor omologi si
migrarea lor spre poli opusi ai celulei si in consecintd formarea celulelor haploide. Orientarea
cromozomilor spre unul din polii celulei este aleatorie si apar numeroase variante de combinare a
cromozomilor neomologi de origine maternd si paternd — recombinarea intercromozomiald
(numarul de variante ce se pot obtine este de 2", unde n — numarul de perechi de cromozomi).
Astfel, meioza reprezinta procesul de maturatie a celulelor specializate pentru Tnmultirea sexuata
a eucariotelor, ce asigura si haploidizarea setului de cromozomi — conditie importanta pentru
pastrarea speciei, si recombinarea materialului genetic, importanta pentru selectie si evolutie.

Intelegerea proceselor ce asiguri recombinarea materialului genetic va determina
intelegerea mecanismelor ce stau la baza transmiterii independente si inlantuite a caracterelor
normale §i patologice din generatie in generatie; intelegerea mecanismelor de producere a
anomaliilor cromozomiale de numar si de structurd; calcularea riscului de recurenta a unor
anomalii genetice $i instituirea unor masuri de prevenire a nasterii copiilor cu defecte genetice
grave.

Subiecte pentru discutii :

Recombinarea genetica si rolul ei biologic.

Tipurile de recombinare genetica la eucariote si mecanismele ce le determina.
Etapele majore ale gametogenezei si particularitatile fecundatiei.

Dinamica cromozomilor in meioza.

Mecanismele moleculare ale crossing-overului.

Caracteristica comparativa a mitozei i meiozei.

ok wdE
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1. Definiti notiunile :

Recombinare genetica

Crossing-over

Gamet

Gametogeneza

Fecundatie

Celula diploida

Celula haploida

Diviziune reductionala

Diviziune ecvationala

Recombinare genomica

Recombinare intracromozomiala

Recombinare intercromozomiala

2. Completati tabelul: ,,Dinamica formulei cromozomiale in diferite celule ale organismului
uman”

Nr. de Formula

Tip de celule . < 1x
cromozomi cromozomiala

Biogeneza

Celula somatica

Ovogonia

Spermatogonia

Ovaocitul |

Spermatocitul |

Ovocitul 11

Spermatocitul 11

Ovwvulul

Spermatida

Spermatozoidul

Zigotul
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3. Completati legenda figurii: ,,Particularitatile meiozei celulelor umane”

A.
(tn=2c) — 1n=1 a—
23X | d 23,X1n=1c) e o
46, XX b c — 23,XIn=1c) e -
. 23X a 2BRoe d-
(1n=2c) 23, X(In=1c) e e—
B. f—
n=2c) - 9-
(2?3!}5)_ " 23.X1n=1c) m H_
46,XY 4 d h ——— 23, X(In=1c) m k-
(2nF4|:]| 23Y | « 23Y(In=1c;m m-
(in=2c) — 23,Y{In=1c) M

4. Analizati schema de mai jos si gasiti elementele de deosebire dintre mitoza si meioza.
Realizati caracteristica comparativa prin completarea tabelului.

¥ Replicare

s 1k

Anafaza || H Telofaza I
Telofaza * || Metafaza I

4 b
A e

| | | I Telofaza I1

nafaza II
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Mitoza

Meioza

I-a diviziune

a ll-a diviziune

Celulele ce se divid

Replicare inaintea
diviziunii

Profaza

Metafaza

Anafaza

Telofaza

Celulele obtinute

Rolul biologic

5. Asociati evenimentele legate de meioza cu momentul realizarii.

Evenimente caracteristice

Momentul realizarii

Rol biologic

Replicarea ADN-ului
cromozomial

Conjugarea cromozomilor
omologi

Crossing-overul

Recombinarea intracromozomiala

Aranjarea bivalentilor in plan
ecuatorial

Disjunctia cromozomiala

Recombinarea intercromozomiala

Formarea gametocitilor haploizi

Disjunctia cromatidiana

Formarea gametilor haploizi

Recombinarea genomica
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*Evidentiati evenimentele principale care asigura:
a) recombinarea materialului genetic

b) haploidizarea setului de cromozomi

c) refacerea setului diploid de cromozomi

6. Analizati figura si raspundeti la urmitoarele e
intrebari:

1) Care sunt elementele participante la crossing-over

2) Care cromozomi se humesc omologi?

3) Care proces favorizeaza crossing-overul?

Crossing-
over
4) Cind se produce crossing-overul?
5) Care sunt consecintele crossing-overului?
bbb BOUB | cromozomi
recombinati
6) Care dintre gametii din figura sunt recombinati? ushevs/ \vsgeVs

Meioza Il l
7) Care din gameti sunt nerecombinati?
B B
8) Care este rolul biologic al crossing-overului? vg V8 / Gamet

7. Analizati variantele de disjunctie a cromozomilor in Anafaza I a meiozei.

sau sau sall
A = A a A a A a
b B B b b B B b
C" c (= ® c C c C
Concluzii:
La combinarea independentd a cromozomilor neomologi se formeaza ................ tipuri de gameti.

Variantele de gameti sunt: AbC;
Tipul de recombinare este
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8. Desenati schema dinamicii crs celulelor in diferite faze ale mitozei sau meiozei:

M M MII M
daca 2n=10 crs daca 2n=6 crs daca 2n=4 crs daca 2n=8 crs
A Al All All
daca 2n=8 crs daca 2n=10 crs daca 2n=14 crs daca 2n=4 crs
Finalitati:

Cunoasterea evenimentelor principale si periodizarii meiozei.

Sa stiti dinamica cromozomilor de-a lungul meiozei.

Cunoasterea particularitatilor gametogenezei la om.

Cunoasterea tipurilor, mecanismelor si a rolului biologic a recombinarii genetice.
Recunoasterea fazelor meiozei intr-un preparat celular.

agrwdE
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Test pentru autoevaluare

1. Profaza I cuprinde urmatoarele fenomene genetice:

a.
b.
C.
d.
e.

sinapsis — conjugarea cromozomilor omologi;
formarea bivalentilor (tetradelor);
condensarea cromatinei;

clivarea centromerilor;

recombinarea intercromosomica.

2. Pe parcursul metafazei I se desfagoard urmatoarele procese:

3.

4.

5.

6.

a.
b.
C.

d.

dispare complet anvelopa nucleara;

bivalentii se aranjeaza in plan ecuatorial;

kinetocorii de pe centromerii bivalentilor prin fibre kinetocorice se leaga de polii
opusi ai celulei;

kinetocorii centromerului al fiecarui cromozom bicromatidic se leaga de polii opusi ai
celulei prin fibre kinetocorice;

chiasmele, localizate terminal, la sfarsitul metafazei I disociaza, eliberand
cromozomii din bivalent.

Caracteristici ale meiozei sunt:

b.
C.
d.

e.

se realizeaza prin doud diviziuni succesive — reductionald si ecuationald;
reprezinta doua interfaze cu replicarea ADN-ului;

se desfasoara in gonade;

rezulta patru celule haploide (1n);

rezultd patru celule diploide (2n).

Crossing-overul:

a.
b.

C.
d.

e.

se realizeaza 1n profaza I;

este catalizat de complexe proteice ale nodulilor de recombinare a complexului
sinaptonemal;

implica ruperea in aceiasi pozitie a cromatidelor cromozomilor omologi;
implica schimbul reciproc de secvente intre cromatidele surori;

implica schimbul reciproc de secvente Intre cromatidele cromozomilor omologi.

Evenimentele celulare a profazei Il:

a. formarea unui nou aparat acromatic;
b. dezorganizarea invelisului nuclear ;
c. cromatidele surori devin vizibile in microscopul optic.
d. diviziunea (clivarea) centromerilor;
e. fibrele fusului de diviziune leaga cromozomul bicromatidic de polii celulari opusi
prin kinetocori.
Meioza II:
a. reprezinta o diviziune reductionald;
b. este diviziune ecuationala;
C. este asemanatoare cu mitoza;
d. rezulta patru celule haploide (1n);
e. rezulta patru celule cu diferite combinatii de gene.

Anafaza I se caracterizeaza prin:

®o0 oW

disjunctia cromozomialg;

migrarea anafazica — migrarea cromozomilor bicromatidici spre polii opusi ai celulei;
recombinarea intercromozomiala;

formarea a unui numar mare de combinatii cromozomice In gameti;

incrucisarea cromozomica intre cromozomii omologi — Crossing-over.

108



10.

11.

12.

13.

14.

Prin meioza se realizeaza:
a. diviziunea celulelor somatice;
b. formarea gametilor;
c. formarea zigotilor;
d. recombinarea independentd a cromozomilor in anafaza I;
e. fenomenul crossing-over in profaza I.
Complexul sinaptonemal:
a. se formeaza in momentul conjugarii;
b. consta din doud axe ale cromozomilor omologi si o lama proteica (element central);
Cc. reprezintd nodul de recombinare);
d. asigura procesul de recombinare intercromosomica.
e. asigura procesul de recombinare intracromozomica.
In profaza I se realizeaza procesele:
a. dublarea ADN;
b. dublarea centriolilor;
c. formarea bivalentilor, tetradelor;
d. conjugarea cromozomilor omologi;
e. procesul crossing-over.
Meioza I se caracterizeaza prin:
a. condensarea cromatinei, formarea cromozomilor metafazici;
b. recombinarea intracromozomica ;
c. clivarea centromerilor;
d. migrarea la polii celulari ai cromozomilor bicromatidici;
e. reducerea la jumatate a numarului de cromozomi (1n);
Interfaza premeiotica II:
este de duratd mai lunga decat interfaza mitozei;
separa cele doua diviziuni meiotice;
intotdeauna este intalnita la celulele eucariote;
se caracterizeaza prin absenta perioadei S;
pe parcursul ei se desfagoara procese transcriptionale si de proteosinteza.
rcursul telofazei | se desfagoara urmatoarele evenimente cu exceptia:
reasamblarea nucleilor;
cromozomii bicromatidici se gasesc la polii opusi ai celulei;
cromozomii monocromatidici disting polii opusi ai celulei;
aparitia nucleolilor;
e. formarea a doi gametociti secundari cu setul haploid de cromozomi bicromatidieni.
Telofaza Il se caracterizeaza prin:
a. reorganizarea nucleilor;
b. condensarea cromatinei;
c. separarea celulelor rezultate;
d. formarea a patru celule cu seturi haploide de cromozomi monocromatidieni, avand
diferite combinatii de gene;
e. formarea a patru celule genetic identice cu seturi haploide de cromozomi
monocromatidient;

Pe

Qpopg e o
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15. Analizati schemele, identificati fazele in care se afla fiecare din celulele date.

A.

16 Analizati schema.
e Descrieti evenimentele din celula
e In ce fazi este celula?
e (e proces caracterizeaza aceasta faza?

e Unde in organismul Dv. puteti gasi celule asemanatoare?
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17. Desenati schema celulelor in diferite faze ale mitozei sau meiozei, daca 2n=10 cromozomi
Gl : M : s : PI Q
All Ml Tl G2
P Q A : MI : Tl Q
Al Pi T
Q
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LUCRAREA PRACTICA Nr. 13

TEHNOLOGIA ADN RECOMBINANT

ADN-recombinant reprezintd o moleculd de ADN obtinutd din fragmente de origine
diferita, capabila sa se replice si sa fie transcrisa. Tehnologia ADN-recombinant este o ramura a
biotehnologiei ce se referd la obtinerea si utilizarea ADN-recombinant (ADN-rec). Cu ajutorul
acestei tehnologii a aparut posibilitatea clonarii unor gene umane, obtinerii si analizei proteinei
codificate, sinteza proteinelor recombinate, obtinerea ADN-ului necesar tehnicilor de testare
genetica. Prin aceastd tehnologie s-a obtinut insulina umand, hormonul uman de crestere,
vaccinul pentru hepatita B, etc.

ADN-ul are dimensiuni submicroscopice si orice manipulare necesita implicatie cu mare
precizie, reagenti testati si utilaj specific. Tehnologia ADN-ului recombinat si manipularea
materialului genetic implicd o serie de proceduri prin care este posibila taierea ADN-ului in
puncte specifice, folosind enzime de restrictie care recunosc secvente specifice in ADN —
situsuri de restrictie si cliveazd ADN-ul in segmente de diferitd lungime, care pot fi clonate 1n
vectori (plasmide, bacteriofagi A, cosmide) intr-o celula gazda. Tehnologia ADN-rec se numeste
si tehnica de clonare a ADN-ului in vivo.

Clonarea genelor umane intr-o celuld bacteriand implica probleme in expresia genica,
deoarece genele eucariote au secvente reglatorii complexe, contin introni, iar celula bacteriana
nu poseda aparat de splicing. Dificultatile au fost rezolvate datoritd ideii de a obtine ADN
complementar (ADNc) ARNm, izolat din citoplasma celulelor in care se expreseaza gena tinta.
ARNmMm serveste drept matritd pentru ADNCc, sintetizat de o reverstranscriptaza.

Fragmentele de restrictie sau ADNc clonat pot fi identificate direct prin hibridizare sau
pot fi izolate si analizate prin diferite tehnici. Se pot forma biblioteci de ADN genomic, ADNc
sau de gene, care contin colectii de fragmente diferite de ADN dintr-o anumita sursa.

In 1985 a aparut o noui posibilitate de clonare a moleculelor de ADN prin amplificare
selectiva a unui anumit segment in vitro — Polymerase Chain Reaction (PCR). Tehnica foloseste
principiul de sintezd matriciala a ADN, utilizdind doi primeri complementari secventelor
flancante a genei de interes. Denaturarea, legarea primerilor si elongarea catenelor noi sunt
asigurate de schimbarea ciclica a regimului de temperaturd si utilizarea unei polimeraze
termostabile - Tag-polimeraza. Pe parcursul PCR la fiecare circa 3-10 minute rezulta o noua
dublare a secventei inifiale de ADN si, astfel, numai in cateva ore dupa circa 30 de cicluri se
obtin milioane de copii a secventei de ADN suficiente pentru vizualizare. Tehnica PCR permite
amplificarea ADN-ului genomic nuclear, mitocondrial, exogen, ARNm si este utilizata cu succes
in testarea genetica, diagnosticul bolilor genetice si a celor infectioase.

Subiecte pentru discutie :

1. Definirea si etapele majore ale tehnologiei ADN-recombinant.
Aplicatiile practice ale Tehnologiei ADN-recombinant.
Caracteristica enzimelor de restrictie.

Caracteristica vectorilor si gazdelor de clonare.
Sinteza ADNC si rolul ei practic.
Particularitatile clonarii in vivo si in vitro.
Aplicatiile practice ale tehnici PCR.

Nogakown
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1. Definiti notiunile :
ADN-rec

ADNc

ADN genomic

Restrictie enzimatica

Transformare genetica

Clonare in vivo

Clonare in vitro

PCR

Primer artificial

Tag-polimeraza

Testare genetica

2. Enumerati etapele izoliarii ADN genomic din celulele singelui periferic

3. Completati legenda figurii: 4. Completati legenda figurii
, ,»Obtinerea ADN-rec”:
ARNm 5 ]
| ADN pentru clonare
5 FEEEAA 3 > | 3
3" T 5 | | I
I

3 +
(1) 5' AAARAE 3 4 E e T e W el
;5' /
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5. Analizati figura si caracterizati etapele principale ale tehnologiei ADN-rec:

Mol. ADN uman

Gena de clonat /
Clivare enzimatica

s

Transformare

/

Celula gazda

O

ADNrec

Clonarea genei
umane

=

Expresia genei
umane

Plazmida
ector de clenare

Etapele tehnicii

Caracteristica

Scopul

Izolarea ADN genomic

Selectarea vectorului de clonare

Clivarea ADN genomic

Clivarea vectorului de clonare

Ligarea

Transformarea celulei gazda

Clonarea genei umane

Expresia genei umane

Selectia celulelor transformate

Izolarea ADN-rec

Izolarea produsului genic

114




6. Determinati numarul si lungimea fragmentelor de restrictie obtinute din secventa de
ADN:

5> ATGCAGCTTT CTCCCTGGCC ATCCTCGGATTGAAAGCTCATCTAG ¥
3’ TACGTCGAAAGAGGGACCGGTAGGAGCCTAACTTTCGAGTAGATC &

(a) utilizati enzima Alu I;
(b) utilizati enzima Hae III;
(c) utilizati ambele enzime concomitent;
*enzima Alu | - recunoaste situsul de restrictie: AGCT
TCGA
*enzima Hae 11 - recunoaste situsul de restrictie: GGCC
CCGG

(d) aratati schema electroforezei in cazurile a, b si c.
(e) cum se va schimba tabloul electroforezei dupa substitutia C7 cu A? Motivati raspunsul.
(f) se va schimba tabloul electroforezei dupa substitutia C4 cu A? Motivati raspunsul.

7. in schema de mai jos este reprezentat polimorfismul lungimii fragmentelor de restrictie
(RFLPs) a ADN-ului persoanelor X si Z, utilizind enzima de restrictie Hae I11. Incercati sa
va imaginati rezultatele obtinute la electroforeza fragmentelor obtinute.

A0 gecventd de ADN a persoanel X;
SR Haealll SR Haalil
] |

AGCCTACGTTGECOGCATGGATCCTTACGGCCTACATGCT -

T O T T 1 (A (TR T T TR R T ULy T T LT TR TR TR T T IR x Z

TCGGATGC CC‘GGCGTﬁ.CCTAGGMTGCCiGGATGTACGA m

*Idemificarea SR, clivarea ADN
c

CGTTGG CCGCATGGATCCTTACGG — CCTACATGCT

ﬁm iR s L ] LI T | T T T I O VIR T

TCGGATGCAACC GGCGTACCTAGGAATGCC GGATGTACGA
FR1x FR2x FRZx

B. 0 secvertd de ADM apersoansi 2;
i SR Haelll

AGCCTACGTTAGCCGCATGRATCCTTACGGL CTACATGET

TCGGATGCMTCGGCGTﬁCCTﬂGGAATGCC{GG TGTACGA
*Ident'rlicarea SR clivarea ADN

AGCCTACGTTAGCCGCATGGATCCTTACGSE CCTACATGCT T

TCGGATGCAATCGGCGTACCTAGGAATGCC GGATGFLACGA
FR1z z
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8. Completati tabelul: ,,Elemente necesare pentru analiza RFLPs”

Caracteristica

Enzima de restrictie

Situs de restrictie

Fragment de restrictie

Polimorfism al lungimii
fragmentelor de restrictie

Harta de restrictie

9. Completati tabelul: ,,Analiza comparativa a clondrii in vivo §i in vitro”

Clonarea in vivo

Clonarea in vitro

ADN clonat

Etapele clonarii

ADN-polimeraza

Primeri

Vectori de clonare

Locul desfasurarii

10. Completati legenda figurii:

H] -
4 .f_-_' e
T - T T
1 3/ N S
| e L SEessee———" | - -
v —— mice=—m | semmm—
2 N\ = s -
= '-“"""ﬁ».\ = N : e
] e —
| | eeese—— ] | mm&
f . / -
- =T
| . / B R Y
ADN [ e S—— [ v I e o
genomic 1 3 \ o= —— - -
| omh R - s o [T
T _“.

agrowpnE

116




11. Completati tabelul: ,,Caracteristica vectorilor de clonare”

Caracteristica

Tipuri de vectori

Particularitati de organizare

Particularitati de replicare

Specificitate de fragmentul clonat

Specificitate de gazda

Finalitati:

1.

2
3.
4.
5

Intelegerea principiilor ingineriei genetice.

Cunoasterea principiilor de obtinere a ADN-recombinant;

Sa stiti rolul biologic si practic al restrictazelor.

Intelegerea particularitatilor de clonare in vivo si in vitro a genelor umane.
Cunoasterea rolului practic al tehnologiei ADN-recombinant..

Formulati 5 intrebari ce se refera la vectorii de clonare.

AN Fed A
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Test pentru autoevaluare:
Care celule pot fi utilizate pentru analiza ADN?
a. fibroblasti;
b. celule epiteliale

c. leucocite
d. eritrocite
e. limfocite

. Transformarea genetica reprezinta:

a. introducerea fragmentului de ADN f{inta intr-un vector

b. introducerea unui vector recombinant in celula gazda

C. obtinerea unei catene de ADNc pe baza unei catene matritd de ARNm
d. extragerea unei moleculei de ADN din celula

e. digestia fragmentului de ADN de interes cu enzime de restrictie
. Tag-polimeraza este:

a. de origine bacteriana

b. de origine virala

C. de origine umana

d. termostabila

e. termolabila

. Tipurile de hibridare a acizilor nucleici pot fi:

a. ADN-ADN

b. ADN- proteine

c. ARN-ARN

d. ADN-ARN

e. ARN-proteine

. Care dintre urmatoarele afirmatii sunt caracteristice enzimelor de restrictie:
a. recunosc secvente specifice

b. sunt exonucleaze

C. cliveaza ambele catene ale moleculei de ADN

d. o enzima de restrictie recunoaste diferite situsuri de restrictie
e. suntendonucleaze

. Care aparate sunt necesare pentru a realiza molecule de ADN recombinat:
a. Ultrasonograf;

b. Centrifuga;

c. Pipeta pentru dozare (pana la 1000 pl);

d. Transiluminator

e. Instalatie pentru electroforeza

. Reverstranscriptaza este:

a. ADN-polimeraza ADN dependenta

b. ARN-polimeraza ADN-dependenta

c. ADN-polimeraza ARN-dependenta

d. ARN-polimeraza ARN-dependenta

. In calitate de vectori de clonare se utilizeaza:

plasmide

cromozomi artificiali bacterieni (BAC)

bacteriofagi

proteine de transport

cromozomi artificiali ai drojdiilor (YAC)

o0 o
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9. Etape ale clonarii in vitro sunt:
a. denaturarea termica a ADN la temperatura de ~96°C
b. denaturarea termicda a ADN la temperatura de ~72°C
C. denaturarea chimicd a ADN
d. legarea primerilor la temperatura de ~50°C
e. elongarea fragmentelor complementare la temperatura de ~72°C
10. Reagenti necesari pentru a realiza molecule de ADN recombinat pot fi:
a. Primaza
b. Enzime de restrictie
c. Enzime topoizomeraze
d. Ligaza
e. y-globuline
11. Componente necesare clonarii ADN in vivo sunt:
fragmentul de ADN tintd
vectorul de clonare
gazda de clonare
nucleotide
enzime ale aparatului de replicare

®oo0 T

12. Determinati numarul si lungimea fragmentelor de restrictie,

obtinute cu ajutorul Hpal care produce capete neadezive. Selectati 4opn| —

schema electroforezei corespunzatoare fragmentelor obtinute (m — .,/ _ — = _

marcher al lungimii). s0pb| — -

a) Situsul de restrictie: GTTAAC topb| — _ =
CAATTG @

b) Secventa de ADN:

5’-AACATACGATCGTTAACCTTTACCCAGGGATACAGGGAAATAGGTTAACTTT-3”
3’-TTGTATGCTAGCAATTGGAAATGGGTCCCTATGTCCCTTTATCCAATTGAAA-5’

Numarul de fragmente:
Lungimea fragmentelor:
c) Selectati varianta corecta a rezultatelor electroforezei fragmentelor de ADN obtinute:
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LUCRAREA PRACTICA Nr. 14

TEHNICI DE ANALIZA A GENELOR

Tehnicile de analiza a genelor includ o serie de proceduri, bazate pe particularitatile
fizico-chimice a moleculelor de ADN, ARN sau proteinelor, care au ca scop elucidarea directa
sau indirectd a structurii sau functiei unei gene / unei secvente specifice de ADN. ADN-ul se
caracterizeaza printr-un polimorfism extrem de variat interspecific, interpopulational si
intrapopulatinal, detine particularitati genetice individuale. Polimorfismul ADN-ului este
determinat de modificari nucleotidice in secventele genice sau extragenice, codificatoare si
necodificatoare si poate fi calitativ sau cantitativ, normal sau patologic. In ultimul caz
schimbarile secventei nucleotidice produc stari patologice — boli genetice sau predispozitie la
boli. In dependentd de scopul studiului genelor — cercetare sau testare, in dependenti de
cunostintele despre gena evaluata si altele, se utilizeaza diferite tehnici de analiza:

- tehnici de studiu a ADN-ului, obtinut din orice celuld a organismului;

- tehnici de studiu a ARNm — produs al unei gene, extras din citoplasma celulelor unde se

expreseaza gena cercetata;

- tehnici de analiza a proteinei — produs primar al genei studiate.

Structura primara a genei se analizeaza prin diferite tehnici de secventiere (pe cale chimica,
enzimaticd sau automatizatd). Prezenfa sau absenta unei secvente nucleotidice specifice ce
caracterizeazd o gend se stabileste pe baza tehnicilor de hibridizare (blotting-hibridizare,
hibridizare in situ). Foarte raspandita este tehnica PCR si variantele sale, care utilizind primeri
specifici amplificd gena normale sau mutante facilitind determinarea rapidd si precisd a
purtatorilor de gene mutante in scop de diagnostic prenatal si postnatal presimptomatic al bolilor
genetice.

Una dintre aplicatiile tehnicilor de analiza a genelor este dactiloscopia genomica, analiza
polimorfismului individual in scopul identificarii persoanelor, utilizatd in medicina legala si
criminalistica.

Tinand cont de polimorfismul interspecific al ADN-ului sau elaborat si teste de
identificare a ADN-ului strain in organismul uman — diagnosticul precis al infectiilor, cum ar fi
hepatitele virale, SIDA, hlamidiozele, etc. Aceste teste permit identificarea nu numai a ADN-
ului strain Tn organismul uman dar si gradul de infectare, efectul tratamentului.

Subiecte pentru discutie :
1. Aplicatiile practice ale tehnicilor de analiza a genelor.
Tehnici de analiza a ADN-ului.
Tehnici de analiza a ARNm.
Izolarea ADN-ului genomic si ARNm din celulele umane.
Obtinerea fragmentelor de ADN de cercetat.
Metodele de vizualizare a ADN-ului.
Caracteristica sondelor moleculare.
Principiile, etapele si aplicatiile practice ale tehnicilor PCR, Southern-blot si secventiere
enzimatica.

Nk~ WN
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1. Definiti notiunile:
Polimorfism ADN

Heterogenitate ADN

ADN genomic

Fragment de restrictie

Primer artificial

ddNTP

Secventiere

Hibridizare ADN

Amplificare ADN

Sonda moleculara marcata

FISH

2. Completati tabelul: ,,Tehnici de analiza a genelor”

Tehnici de analiza a genei Tinta analizei

Scopul analizei

PCR

RT-PCR

Secventierea ADN

Secventierea polipeptidului

Southern-blot

Northern-blot

Western-blot

FISH
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3. Completati tabelul: ,,Utilizarea tehnicilor de analiza a genelor”

Pentru care din tehnici este

Proceduri de laborator Principii generale 9
necesara procedura

Izolarea ADN genomic pentru
analiza unei gene umane

Izolarea ARNm specific unei
gene umane

Obtinerea fragmentelor de
restrictie

Obtinerea ADNc

Separarea fragmentelor de
ADN dintr-un amestec de
fragmente

Aprecierea lungimii
fragmentului de interes

Analiza comparativa a ADN
la diferite persoane

Vizualizarea fragmentelor de
restrictie

Vizualizarea produsilor PCR

Vizualizarea unei secvente de
ADN in situ

Depistarea ADN-ului strain

Clonarea unei gene umane in
Vivo

Clonarea unei gene umane in
vitro

Denaturarea ADN in vitro

Hibridizarea ADN in vitro si
in situ
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4. Completati legenda figurii ,,Etapele analizei Southern-blot”

3 -+
N
[ T
2
1
<] 5
- = v v
5. Determinati genotipurile 0 :ﬁ 2 kb &f L. S
subiectilor A, B si C conform SR SR SR
rezultatelor electroforezei (I1).
jl 5 kb o,ﬁ_
Alela 2
1. homozigot 1/1 ™ *
2. homozigot 2/2 0
3. heterozigot 1/2 Skb - |

3kb
2kb

6. A fost realizata secventierea enzimatica propusa de Sanger. Rezultatele sunt prezentate
pe pelicula obtinuta dupa autoradiografia gelului de agaroza. Am analizat rezultatele si am
identificat produsii a celor patru serii de reactii:

A) Rezultatele electroforezei B) Secventele de ADN obtinute in timpul reactiilor
- cu ddATP 5-ATTACA-3
— 5-ATTACAA-3
— S5-ATTACAAGA-3
- S5-ATTACAAGATTA-3
- S5-ATTACAAGATTACCA-3'

cu ddTTP 3-ATTACAAGAT-3
S-ATTACAAGATT-3

-— S-ATTACAAGATTACCAT-3
5-ATTACAAGATTACCATGT-3

o
— cu ddGTP 5-ATTACAAG-3'
-— 5-ATTACAAGATTACCATG-3
—
cu ddCTP 5-ATTAC-3'
p— - 5-ATTACAAGATTAC-3

S-ATTACAAGATTACC-3
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Analizati rezultatele evidentiate mai sus si raspundeti la urmatoarele intrebari:

a) Care este secventa nucleotidica a fragmentului de gena analizat?

b) Care este matrita utilizata in aceste reactii?

c) Care este primerul utilizat?

d) Care a fost directia electroforeze? (indicati direct pe schema)

e) Care coloana din schema electroforezei corespunde cu produsii reactiei din schema din
dreapta?

f) Subliniati ddNTP ce au caracterizat cele patru reactii.

A 7. Determinati secventa nucleotidica dupa
—_ rezultatele electroforezei (sigeata indica
—_ directia electroforezei. Indicati capetele
- - secventei obtinute 5' si 3'.
— Tehnica utilizata este...........cccccvveeereeeecneeenns
- - Fragmentele de ADN din coloana A sunt:
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8. Analizati schema PCR. Indicati etapele PCR:

1
2
e vADN genoamic
/- . \ sprimeri pentu(géla tinta
A\ ? #INTP
e »Tag-polimeraza
vsolutie-bufer pentru PCR
4+ 5+

9. Determinati numairul de repetari
trinucleotidice (GGC)n in secventa de
ADN la persoanele 1,2, 3 si 4 conform
rezultatelor electroforezei produsilor
PCR.

240 b [—

210b | —

180 b | — —

150 b | —

120 b | — —
0b|— —
60 b | — —_
30b | —
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95°%C - 1min
50°C - 1min :|3o ori
70°C - 1min

PCR TERMOCICLOR

10. Determinati genotipurile
persoanelor din arborele
genealogic cu doua persoane
afectate cu FCU - boala autosomal
recesiva conform rezultatelor
electroforezei produsilor PCR (B).

A ' o0,
Il I
d| iZ C>3 ‘4 l:lﬁ
B. 14 12 U1 02103104 115




11. Completati tabelul: ,,Aplicatiile tehnicilor de analiza a genelor”

Aplicatiile tehnicilor de studiu a

genelor Metode utilizate Rol practic

Determinarea structurii
primare a ADN-ului genic

Depistarea mutatiilor genice

Construirea hartilor de
restrictie

Determinarea genotipului
persoanei

Identificarea marcherilor mini-
si microsatelitici

Analiza expresiei genei

Depistarea ADN-ului viral

Dactiloscopia genomica

12. Completati tabelul: ,,Caracteristica generald a principalelor tehnici de analiza a
genelor”

PCR Secventiere enzimatici Southern-blot

Definitie

Principiile pe
care se bazeaza

Etapele
principale

Componenti
pentru reactie
specifici

Componenti
pentru reactie
generali

Modul de
interpretare a
rezultatelor

Aplicatii practice

126




Finalitati:

1.

2
3.
4.
5

Intelegerea rolului tehnicilor de studiu a genelor in practica viitorului medic.
Cunoasterea particularitatilor de manipulare a acizilor nucleici.

Sa stiti principiile, etapele si aplicatiile practice ale tehnicii PCR.

Sa stiti principiile, etapele si aplicatiile practice ale tehnicii Southern-blot.

Sa stiti principiile, etapele si aplicatiile practice ale tehnicii dideoxi de secventiere a
ADN.

Formulati 5 concluzii ce se refera la aplicatiile practice ale PCR.

SR FCd I
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RECAPITULARE
1. Scrieti denumirea completd a componentelor celulare si gasiti semnificatia lor biologica.

Descifrati Rol biologic

A

ADN

ADNCc

ADNmMt

ADNrec

Ala

AMP

Arg

Arg-ARNt

ARN

ARN 16S

ARN 18S

ARN 45S

ARNh

ARNmM

ARNTr

ARNSsC

ARNsn

ARNt

Pro-ARN

Asn

Asp

ATP

Bucla D

Bucla v

C
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CAP

Cis

CMP

CTP

dAMP

dATP

dCMP

dCTP

dGMP

dGTP

dNMP

DNP

dNTP

dTMP

dTTP

eEF

elF

ER

FR

GIn

Glu

Gly

GMP

GTP

His

lle

Leu
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Lys

Met

Met-ARNt

NTP

Phe

Poly(A)

Pro

RNP

Situs A

Situs P

Situs R

Situs T

SR

T

TAFs

TFITA B ...

TFITA, B ...

Trp

Tyr

U

ul

U2

us

UMP

UTP

Val
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2. Analizati atent cunostintele voastre si asociati descrierile din prima coloand cu un proces
molecular sau componenta celulard corespunzatoare.

Componenta celulara / proces

Rolul biologic molecular
1. Contine IG despre sinteza proteinelor
2. Contine IG despre sinteza ARNr 18S
3. Contine IG despre sinteza ARNr 28S
4. Contine IG despre sinteza ARNr 5,8S
5. Contine IG despre sinteza ARNr 5S
6. Contine IG despre sinteza ARNt
7. Copie IG despre sinteza proteinelor
8. Copie IG despre sinteza ARNr 1885, 28S si 5,8S
9. Copie IG despre sinteza ARNr 5S

10. Copie IG despre sinteza ARNt

11. Asigurd maturizarea ARNm

12. Reprezinta sediul biosintezei proteinelor
13. Transfera IG din nucleu in citoplasma
14. Transferd aminoacizii spre ribosomi

15. Transleaza codul genetic

16. Sunt complementari codonilor ARNm

17. Formeaza legéturi peptidice intre aminoacizii

18. Controleaza conformatia proteinelor

19. Asigura digestia proteinelor denaturare, proteinelor straine
20. Asigurd sinteza lipidelor membranare

21, Determina digestia lipidelor in exces

22. Asigura sinteza catenelor noi de ADN in timpul replicarii §i reparatiei
23. Ajuta la procesul de replicare

24, Ajuta la procesul de reparatie

25. Sunt monomeri in timpul replicarii

26. Sunt monomeri in timpul reparatiei

27. Sunt monomeri in timpul transcriptiei
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28.

Sunt monomeri in timpul translatiei

29. Determind dublarea materialului genetic

30. Determind compactizarea materialului genetic

31. Asigura transmiterea exacta a IG de la celula la celula

32. Asigura realizarea IG si formarea caracterelor

33. Previne acumularea mutatiilor si pastrarea IG din generatie In generatie
34. Asigura formarea celulelor haploide pentru inmultirea sexuatd

35. Asigura recombinarea intracromozomiala si variabilitatea gametilor
36. Asigura recombinarea intercromozomiala si variabilitatea gametilor
37. Asigura recombinarea genomica §i variabilitatea intrafamiliala

38. Asiguri eliminarea celulelor senescente, transformate sau in exces
39. Asigura detoxifierea xenobioticilor

40. Asigura neutralizarea metabolitilor celulari

41. Asiguri individualitatea celulelor

42. Asigura separarea mediilor cu functie diferita a celulei

43. Asigura sinteza ATP

44, Controleaza desfasurarea ciclului celular

45, Repartizeaza cromozomii la polii celulei

46. Transporta glucoza din sange in celule

47. Controleaza depozitarea glucozei sub forma de glicogen

48. Transporta ioni

49. Transporta proteinele de la RE la AG

50. Transporta proteinele din exteriorul celulei in interior

51. Controleaza pH celular

52. Recunoaste moleculele extrinseci

53. Interactioneaza cu ligandul, declasand un lant de semnalizare

54. Au functie antigenica

55. Au functii de anticorpi

56. Fagociteaza corpii apoptotici

57. Fragmenteaza ADN internucleosomal in timpul apoptozei
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58. Reprezinta proteine nucleare bazice

59. Reprezinta proteine nucleare acide

60. Controleaza integritatea cromozomilor si replicarea completa a ADN

61. Uneste cromatidele surori si controleaza segregarea corecta a MG

62. Interactioneaza cu fusul acromatic

63. Determind formarea fusului acromatic

64. Determina formarea bivalentilor

65. Are loc clivarea longitudinala a centromerilor

60. Are loc disjunctia cromozomiala

67. Are loc disjunctia cromatidiana

68. Blocarea proceselor transcriptionale, disparitia nucleolilor

69. Activarea proceselor transcriptionale, aparitia nucleolilor

70. Controleaza biogeneza ribosomilor

71. Controleaza biogeneza lizosomilor

72. Fixeaza cromatina de anvelopa nucleaza

73. Formarea placii metafazice cu 46 de crs BC

74. Formarea placii metafazice cu 23 bivalenti

75. Formarea placii metafazice cu 23 crs BC

76. Formarea placii metafazice cu 23 de tetrade

77. Controleaza sinteza catalazei

78. Controleaza sinteza tubulinei

79. Controleaza sinteza hemoglobinei

80. Protejeaza capatul 5' al ARNm si este recunoscut de ribosomi

81. Protejeaza capatul 3' al ARNm si este recunoscut de porii hucleari

82. Sunt identificati si eliminati de catre spliceosom

83. Sunt componente ale primosomului si asiguri initierea replicarii

84 Sunt c_omponente ale lizosomilor si asigura hidroliza substantelor
organice

85. Sunt componente moleculare ale eucromatinei

86. Sunt componente ale replisomului si asigura desfasurarea replicarii.
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Sunt componente ale peroxisomilor si asigura neutralizarea

87. metabolitilor cel
88. Sunt componente ale plasmalemei si asigura endocitoza colesterolului
89. Sunt componente ale RE si asigura fixarea ribosomilor

90. Sunt componente ale monomerilor ADN

91. Sunt componente ale monomerilor ARN

92. Sunt componente ale monomerilor proteinelor

93. Sunt componente moleculare ale plasmalemei

94. Sunt componente moleculare ale RE n

95. Sunt componente moleculare ale RE g

96. Sunt componente moleculare ale peroxisomilor

97. Sunt componente moleculare ale lizosomilor

98. Sunt componente moleculare ale citoscheletului

99. Sunt componente moleculare ale microtubulilor

100. | Sunt componente moleculare ale centriolilor

3. Definiti notiunile de baza din cursul de Biologie moleculara

Notiuni Caracteristica scurtda

Rol biologic

ADN

ADN nuclear

ADN mitocondrial

ADN genomic

ADNc

ADNrec

ARN

ARNmM

ARNr
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ARNt

ARNsn

Histona

Non-histona

Nucleosom

Solenoid

Centromer

Telomer

Cromatida

Cromatina

Cromozom

Perioada G1

Perioada S

Perioada G2

Mitiza

Meioza

Celula somatica

Gamet

Zigot

Replicare
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Reparatie

Transcriptie

Translatie

Splicing

Polimeraza

Peptidil-transferaza

NTP

dNTP

Aminoacizi

Receptor

Desmosom

Endosom

Hidrolaza

Proteaza

Lipaza

Nucleaza

Glicozilaza

Glicoliaza

Catalaza

Chaperoni
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Riboforine

ATP-sintetaza

Spliceosom

Primosom

Replisom

Ribosom

Tubulina

Actina

Xenobiotic

Bivalent

Crossing-over

Fecundatie

Polimorfism genetic

Gena

Intron

Exon
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Cursul de Biologie moleculara

1. Caracteristica obiectului Biologie moleculara.
Obiectul de studiu al Biologiei moleculare. Scopul si sarcinile Biologiei moleculare. Importanta
Biologiei moleculare pentru medicina.

2. Sisteme biologie

Proprietatile sistemelor biologice. Nivelurile de organizare ale sistemelor biologice. Celula —
unitatea structural-functionald a viului. Forme acelulare de viata: prionii, Vvirusurile.
Caracteristica comparativa a celulelor procariote si eucariote. Componentii principali ai
celulelor: compozitia chimica si compartimentarea. Citosolul si citoscheletul. Metodele de studiu
ale celulelor. Tehnica microscopiei fotonice.

3. Macromoleculele. Interactiunile si functiile lor in sistemele biologice.

Proteinele simple si complexe. Localizarea in celula. Functiile biologice. Activarea si inactivarea
proteinelor. Hidratii de carbon. Functiile de depozitare si semnalizare. Lipidele. Fosfolipidele.
Colesterolul. Acizii nucleici: ADN si ARN. Structura, nivelurile de organizare, flexibilitatea
ADN. Heterogenitatea ADN. Particularitatile organizarii ADN-ului la procariote §i eucariote.
ADN mitocondrial. Tipurile de ARN. Functia diferitelor tipuri de ARN.

4. Membranele biologice.

Structura elementara a membranelor. Plasmalema. Functiile: de delimitare, de transport, de
semnalizare, de reglare a potentialelor bioelectrice, receptoare. Membranele intracelulare.
Originea si evolutia membranelor. Particularititile anvelopei nucleare.

5. Compartimentarea celulei eucariote.

Reticulul endoplasmatic. Tipurile RE. Organizarea moleculard. Functiile in celula. Aparatul
Golgi. Structura, originea si evolutia. Functiile AG. Lizosomii, peroxisomii. Originea lor.
Functiile principale. Mitocondriile. Organizarea moleculara. Functii. Aspectele patologice ale
anomaliilor organitelor celulare.

6. Celula procariota.

Caracteristica generald si importanta cunoasterii  particularitatilor procariotelor. Structura
generala a bacteriilor. Membrana celulard: structura si particularitatile. Aparatul genetic al
bacteriilor: nucleoidul si plasmidele. Ciclul vital al bacteriilor. Importanta biologica a bacteriilor.

7. Nucleul.

Structura nucleului. Functiile lui. Cromatina: eucromatina si heterocromatine. Organizarea
moleculara. Proteine histonice si nonhistonice — rolul lor. Nivelurile de compactizare ale
cromozomilor. Nucleolul. Organizarea moleculara si functiile. Etapele biogenezei ribosomilor.

8. Replicarea ADN-ului.
Etapele replicarii. Aparatul de replicare. Particularitatile replicarii la procariote. Replicarea ADN
eucariotic. Topografia replicarii. Sinteza telomerilor. Replicarea ADN-ului mitocondrial.

9. Reparatia ADN.

Repararea ADN-ului. Repararea prereplicativa si postreplicativa. Repararea recombinativa.
Repararea SOS. Metilarea ADN si rolul biologic al metilarii.
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10. Structura si functiile genelor.

Gena — unitatea structurala de pastrare a informatiei. Structura genelor la procariote. Structura
genelor la eucariote. Organizarea mozaica a genelor. Genele mitocondriale. Secvente reglatoare,
modulatoare. Elemente genetice migratoare.

11. Transcriptia informatiei genetice.

Etapele transcriptiei. Particularitatile transcriptiei la procariote. Transcriptia la eucariote.
Aparatul transcriptional. Processing-ul moleculelor de ARN. Transcriptia genelor de clasa I, II,
si III. Splicing-ul moleculelor de ARN. Splicing-ul alternativ si rolul lui biologic. Transsplicing-
ul. Editarea ARN.

12. Reglarea transcriptiei.
Reglajul pozitiv si negativ al transcriptiei. Reglarea transcriptiei la procariote si virusuri.
Operonul, functionarea lui. Reglarea transcriptiei la eucariote.

13. Translatia. Codul genetic.

Translatia — biosinteza polipeptidului. Codul genetic. Caracteristica si proprietatile codului
genetic. Specificul codului genetic mitocondrial. Etapele si aparatul translatiei. Ribosomii.
Structura, sistusurile functionale. Particularitatile la pro- si eucariote. Particularitatile translatiei
la procariote. Inhibarea procesului de translatie la procariote. Particularitatile translatiei la
eucariote.

14. Reglarea expresiei genelor la eucariote.

Nivelurile de reglare a activitatii genice: pretranscriptional, transcriptional, posttranscriptional,
transfer, durata de viatd a ARNm, translational, posttranslational. Reglarea activitatii genelor in
ontogeneza si specializarea celulara. Bazele moleculare ale diversitatii proteinelor. Gene unice.
Familii si superfamilii de gene.

15. Metodele de analiza a acizilor nucleici.

Tehnicile ADN-recombinant. Enzime de restrictie. Hartile situsurilor de restrictie. Vectori de
clonare: plasmide, bacteriofagi, BAC, YAC. Izolarea si purificarea ADN si ARN. Obtinerea
bibliotecilor ADNc si a celor genomice. Analiza secventelor genelor de interes. Analiza
Southern, Northern si Western-blot. Tehnica PCR. Aplicatii practice.

16. Ciclul celular.

Perioadele ciclului celular: interfaza si mitoza. Interfaza: periodizarea si succesiunea
evenimentelor. Punctele de restrictie. Perioada Go. Mitoza. Dinamica cromozomilor in mitoza.
Mecanismele moleculare ale mitozei. Centrul celular, fusul acromatic, kinetocorul. Citochineza.

Reglarea ciclului celular. Tipurile de proliferare celulara. Transformarea maligna.

17. Meioza. Gametogeneza.

Perioadele meiozei: diviziunea reductionald si diviziunea ecvationald. Etapele profazei I a
meiozei. Importanta fenomenelor caracteristice profazei I. Crossingover-ul si importanta lui
biologica. Mecanismul molecular. Dinamica cromozomilor in meioza. Importanta biologica a
meiozei. Particularitdtile gametogenezei la barbati si femei.

18. Apoptoza.

Apoptoza — moartea programatd a celulelor. Mecanismele apoptozei. Importanta biologica a
apoptozei. Reglarea apoptozei.
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10.

11.

12.

Atestarea studentilor
la sfarsitul cursului Biologia moleculara

Rezultatele evaluarii curente (teste, lucrari scrise, raspunsuri orale)
Rezultatele totalizarilor (lucrari scrise, teste SIMU)
Verificarea competentelor practice (rezolvarea problemelor de situatie)
Realizarea numarului de ore prevéazut in programul de studii
Recuperarea restantelor conform modului stabilit:

a. Dispozitie de la Decanat

b. Indeplinirea activitatilor practice planificate la LP absentat

Lista competentelor practice

Analiza electronogramelor celulelor umane cu identificarea structurilor celulare;
Estimarea organizarii si functiondrii genomului, transcriptomului si proteomului uman;
Evaluarea diferitor grupuri de proteine dupa localizare si functii, rolul lor medical;
Modelarea etapelor expresiei informatiei genetice;

Evaluarea principiilor metodelor de analiza a acizilor nucleici (PCR; Southern-blot,
secventierea ADN) si aplicatiilor practice;

Evaluarea dinamicii cromozomilor in mitoza si meioza;

Citirea si interpretarea schemelor ce reprezinta structuri celulare sau procese moleculare.
Estimarea rolului diferitor elemente studiate in lantul logic: nivel molecular, nivel celular
si implicit la nivel de organism vs deductia lantului respectiv patologic;

Analiza rolului expresiei diferentiate a genelor in functie de tesut, perioada ontogenetica,
sex si mediu.

Argumentarea diferitor situatii ce explica atitudinea studentului fatad de anumite procese
normale sau patologice in celula umana.

Estimarea rolului replicarii in transmiterea IG din generatie In generatie si rolului
reparatiei ADN-ului In prevenirea mutatiilor patologice.

Web activitati: identificarea bazelor de date electronice, realizarea unui proiect stiintific
sau portofoliu.
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Totalizari la Biologia moleculara

Totalizarea |

Tema: ,,Organizarea moleculara a celule umane”
Motivatii:

Celula — unitatea elementara structurala, functionala si patologica a organismului uman
Acizii nucleici — purtatori ai informatiei despre organizarea si functionarea celulei
Proteinele — substratul material al tuturor structurilor, proprietatilor, functiilor la nivel de
celula, tesut, organism

Interactiunile dintre macromolecule — determind integritatea sistemelor biologice si
calitatea structural-functionala a organismului

Totalizarea 11

Tema: ,,Procese moleculare de baza”
Motivatii:

Replicarea asigurd dublarea si transmiterea exactd a informatiei genetice

Reparatia asigura stabilitatea informatiei genetice

Transcriptia si translatia — etape principale ale expresiei informatiei genetice

Biosinteza programata a proteinelor in functie de tipul celular, perioada ontogenetica si
factorii de mediu asigura diferentierea celulard, reglarea dezvoltarii si adaptarea
organismului la conditiile de mediu.

Totalizarea 111

Tema: ,, Transmieterea materialului genetic. Diviziunea celulard”
Motivatii:

Mitoza asigurd multiplicarea celulelor si transmiterea materialului genetic de la o celula
la alta

Meioza asigura transmiterea materialului genetic de la o generatie la alta

Meioza asigura recombinarea genetica.
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15.
16.
17.
18.

19.
20.

21.
22.
23.
24.
25.
26.

217.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.

LISTA SUBIECTELOR PENTRU EXAMENUL LA BIOLOGIA MOLECULARA

Sisteme biologice — caracteristica generala, proprietati fundamentale
Compartimentele principale ale celulei eucariote, caracteristica.

Aparatul Golgi si reticulul endoplasmatic - structura, biogeneza, functiile.
Lizosomii i peroxisomii - structura, biogeneza, functiile.

Mitocondriile - structura, biogeneza, functiile. Aparatul genetic mitocondrial.
Centrosomul - structura, biogeneza, functiile.

Plasmalema - structura, proprietati, functii,

Membranele celulare - organizarea moleculara, particularitati, functii.
Nucleul - structura, functiile.

. Cromatina si cromozomii — organizarea moleculara.

. Nivelele de compactizare a materialului genetic.

. Nucleolul - structura, functiile.

. Repere cromozomiale (centromer, telomer, constrictii, satelit), caracteristica.

. Eu- si heterocromatina, caracteristica comparativa — organizare moleculara, activitate

genetica, rol genetic.

Particularitatile structurii ADN eucariotic, proprietati, functii. Heterogenitatea ADN nuclear.

Replicarea ADN - definitie, principii generale, etape, aparatul de replicare, rolul biologic.
Reparatia — definitie, principii generale, tipuri, enzime implicate, rolul biologic.
Structura genei la eucariote - secventele codificatoare, reglatoare, modulatoare. Etapele
expresiei genelor.

Proprietatile codului genetic.

Transcriptia genelor structurale — definitie, principii generale, etape, aparatul de transcriere,
caracteristica componentilor aparatului transcriptional.
Maturizarea ARNm - processingul.

Splicingul si splicingul alternativ — caracteristica, rolul biologic.
ARNM — particularitati structurale si functionale.

Ribosomii — structura, biogeneza, situsuri functionale.

ARNILt — structura, situsuri functionale, functii.

Translatia — definitie, principii generale, etape, componentii aparatului de translatie si

caracteristica lor.

Nivelele de reglare a expresiei genelor la eucariote.

Studiul acizilor nucleici. Tehnicile ADN-recombinant — etape, rol practic.
Clonarea ADN in vivo si in vitro.

Caracteristica si rolul practic al vectorilor de clonare.

Enzime de restrictie — caracteristica, rolul practic.

Ciclul celular. Perioadele ciclului celular si caracteristica lor.
Succesiunea evenimentelor interfazei.

Mitoza: fazele, caracteristica si rolul ei biologic.

Meioza fazele, caracteristica si rolul ei biologic.

Recombinarea genetica. Crossing-overul, mecanismul molecular.
Apoptoza, definitie, importanta biologica.
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Denumirea componentei celulare

Functia majora

1. Anvelopa nucleara Bariera intre nucleu si citoplasma
Pastreaza materialul genetic (MG) nuclear
Asigura compactizarea functionala a MG nuclear
2. Porul nuclear Regleaza exportul de ARN din nucleu in citoplasma
Regleaza importul de proteine din citoplasma in nucleu
3. Nucleol Regiune a nucleului bogata in ARNF si proteine;
Asigura biogeneza subunitatilor ribosomale
4, Heterocromatina Reprezinta MG puternic compactizat, inactiv transcriptional;
Contine segmente de ADN codant si necodant.
Eucromatina Reprezinta MG slab compactizat, activ transcriptional;
Contine segmente de ADN codant.
6. Microvili Reprezinta organite speciale ale enterocitelor;
Miaresc suprafata de absorbtie a membranei enterocitelor.
7. Microfilamente Reprezintd componente ale citoscheletului;
Asigura forma celulei, motilitatea celulara.
8. Endozomi Reprezintd formatiuni membranare provizorii;
Asigura transportul proteinelor sintetizate din REr spre AG.
9. Pseudopode Reprezinta formatiuni/ deformari membranare provizorii;
Asigura miscari ameboidale directionate, caracteristice leucocitelor.
10. Ribozomi liberi Asigura translatia codului genetic cu sinteza unor proteine celulare p/u: nucleu,
mitocondrii, citoschelet, peroxizomi si ribozomi
11. Endozomi Reprezintd formatiuni membranare provizorii;
Asigura endocitoza macromoleculelor.
12. REr Reprezinta organit membranar cu ribozomi si asigura sinteza proteinelor p/u: RE, AG,
lizozomi, plasmalema si export;
13. Disc de mielina Reprezinta formatiuni membranare multilamelare;
Asigura izolarea electrica a axonilor.
14. Incluziuni Reprezintd formatiuni membranare provizorii;
Asigura depozitarea lipidelor.
15. REn Reprezinta organite membranare canaliculare;
Asigura sinteza lipidelor si detoxifierea xenobioticilor.
16. Centozomul (2 centrioli) Reprezentat de doi cilindri formati din microtubuli
Asigura biogeneza microtubulilor
17. Colagen Reprezintd componenta fibrilara a matricei extracelulare
Asigura rezistenta si elasticitatea tesuturilor
18. Microtubuli Reprezintd componente ale citoscheletului;
Asigura structura centrului celular, cililor, flagelilor.
19. Filamente intermediare Reprezintd componente ale citoscheletului;
Asigura forma celulei, motilitatea celulara.
20. Jonctiune celulard Reprezinta formatiuni proteice specifice intre celulele vecine;
) Asigura unirea celulelor in tesuturi.
21. REr Asigura maturizarea, sortarea si secretia proteinelor sintetizate in REr;
Asigura biogeneza lizozomilor primari.
22. Endozomi Reprezinta formatiuni membranare provizorii;
Asigura secretia macromoleculelor (hormoni, colagen,etc.)
23. Reprezintd organit specific al spermatozoizilor;
24. Flagel Asigura deplasarea directionata.
25.
26.
27. Endozomi Reprezinta formatiuni membranare provizorii;
Asigura transportul intracelular al macromoleculelor.
28. Endozomi Reprezinta formatiuni membranare provizorii;
Asigura fagocitoza corpusculilor exogeni.
29. Lizozomi primari Reprezintd organite membranare implute cu hidrolaze;
Asigura digestia macromoleculelor striine, uzate si in exces.
30. Lizozomi secundari Reprezintd organite membranare implute cu hidrolaze ce se contopesc cu corpuscul
fagocitat, care urmeaza a fi digerat;
31. Endozomi Reprezintd formatiuni membranare provizorii;
Asigura pinocitoza.
32. Incluziuni Reprezinti organite membranare provizorii
Asigura depozitarea particulelor endocitate.
33. Peroxizomi Reprezintd organite membranare;
Asigura oxidarea metabolitilor toxici si scindarea H20,.
34, Lizozomi tertiari Reprezintad formatiuni membranare provizorii;
) Contine micromolecule rezultate din digestia macromoleculelor.
35. Endozomi Reprezintd formatiuni membranare provizorii;
Asigura transportul intracelular al macromoleculelor.
36. Incluziuni Reprezintd formatiuni provizorii;
Contin macromolecule — depozit de glucoza.
37. Mitocondrie Reprezinta organite bimembranate + Aparat genetic propriu
Asigura oxidoreducerea micromoleculelor cu conversia energiei in ATP.
38. Membrana plasmatica Reprezintd bariera dinte mediul intra- si extracelular; Asigura: transportul micro- si
30. macromoleculelor, homeostazia intracelulara, semnalizarea si adeziunea intercelulara.
40. Hialoplasma Reprezinta substanta semilichida a citoplasmei — mediul ce asigura metabolismul celulei.
41, Jonctiune celulara Reprezinta formatiuni proteice specifice intre celulele vecine;
42. | Asigura unirea celulelor in tesuturi.
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Acizii grasi care predomina in fosfolipide

Denumirea | Abrevierea | Formula chimici

Acizi grasi saturati

Miristic C14:0 CH3(CH2)12COOH

Palmitic C16:0 CH3(CH2)14COOH

Stearic C18:0 CH3(CH2)16COOH

Acizi grasi nesaturati

Oleic C18:1 CH3(CH,)7CH=CH(CH,)7COOH

Linoleic C18:2 CH3(CH2)sCH=CHCH2CH=CH(CH_)7;COOH
Arahidonic C20:4 CH3s(CH2)4(CH=CHCH,)sCH=CH(CH2)3COOH
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NN
R N N A N A N N N
HHHHHHHHHHHHHHO
Col LA HHHHHH H H W,
HSC—C—C—C—C—C—C—C—C—C—C—C—C—C—C—C\ HC7(|:7(|:7(|:7(:7(|:7(|:7(|:7 _ 707(|:7 . 707(!7&76/
bbb el e R A e O O O R O O
H H HHH H H H o
Forma ionizata a acidului palmitic Forma ionizata a acidului oleic
Structura fosfogliceridelor Capete hidrofile
i
P . L
N Fosfatitil-etanol-amina / PE
o o CHs
LA b ™ Fosfatidil-colina / PC
PN )LOG PN, osfatidil-colina
o

\/\/'x/\v/x/m/‘x/\/mn/o

Cozi hidrofobe

o
N

H
O/INT'\H Fosfatitil-serina / PS

OH

OH
"o o1 L
OH Fosfatitil-inozitol / PI

1

Structura colesterolului

HOS /\/\( CH,
CH

3 CH

HO
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Nucleotidele — monomeri ai acizilor nucleici
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Nomenclatura bazelor, nucleozidelor si nucleotidelor

Baza Nucleozid=baza+ glucid Nucleotid=nucleozid+fosfat
Riboza | Dezoxiriboza Monofosfat | Difosfat Trifosfat
Purine
adenina adenozina adenozina monofosfat adenozina difosfat aAdenozina trifosfat
AMP ADP ATP
dezoxiadenozina dezoxiadenozina monofosfat dezoxiadenozina difosfat dezoxiadenozina trifosfat
dAMP dADP dATP
guanina guanozina
dezoxiguanozina guanozina monofosfat guanozina difosfat guanozina trifosfat
GMP GDP GTP
dezoxiguanoozina monofosfat dezoxiguanozina difosfat | dezoxiguanozina trifosfat
dGMP dGDP dGTP
Pirimidine
citozina citidina citidina monofosfat citidina difosfat citidina trifosfat
CMP CDP CTP
dezoxicimidina dezoxicimidina monofosfat dezoxicimidina difosfat dezoxicimidina trifosfat
dCMP dCDP dCTP
timina timidina timidina monofosfat timidina difosfat timidina trifosfat
TMP TDP TTP
dezoxitimidina dezoxitimidina monofosfat dezoxitimidina difosfat dezoxitimidina trifosfat
dTMP dTDP dTTP
uracil uridina uridina monofosfat uridina difosfat uridina trifosfat
UMP UDP UTP
dezoxiuridina dezoxiuridina monofosfat dezoxiuridina difosfat dezoxiuridina trifosfat
dUMP dUDP dUTP
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Aminoacizii — monomeri ai proteinelor

Aminoacizi hidrofobi

tlzoo‘ (ljDD_ tlzoo‘ tlzcm
+H3N—IZ|:—H +H3N—t|:—H +H3N—(|Z—H +H3N—t|:—H
CH; e H—C—CH, CH,
H,C  CHy dH , du
| W
CH. H;C CHz
Alanina Valina I1zoleucina Leucina
(Ala/A) (val / V) (Ne /1) (Leu/L)
Aminoacizi hidrofili
Aminoacizi bazici
tl:or:r tl:r::u::‘ ?00‘
+H3N—f|:—H +H3N—I:|3—H +H3N—I:|.‘—H
':l.Hz 'l:'H: ':H:
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JH LH \l'
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| | c—n%*
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MHF II MH
MH,
Lizina Arginina Histidina
(Lyz / K) (Arg/R) (His / H)

Aminoacizi speciali
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¥,
*HNTT TCH,

Hall.‘—I?Ha

Prolina
(Pro/P)

e T — —iT)
I I
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Metionina
(Met/ M)

Aminoacizi acizi
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Aspartat
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7
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L
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Glutamat
(Glu/E)

149

Fenilalanina
(Phe/F)

OH

Tirozina
(Tyr/Y)
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Triptofan
(Trp /W)

Aminoacizi cu grupe R neutre

coo~
+H,N —t|: —H
H—C—OH

CH;
Treononia
(Thr/T)
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