ΦΡΟΝΤΙΣΤΗΡΙΟ ΒΧ-3 (2016)
ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ-ΣΥΝΘΕΣΗ RNA, ΠΡΩΤΕΪΝΟΣΥΝΘΕΣΗ
1. Υποθέσατε ότι ένα mRNA υποβάλεται σε επεξεργασία με ένα χημικό μεταλλαξιγόνο και οι μεταλλαγμένες πρωτεΐνες από τη μετάφραση αυτού του mRNA είχαν Σερίνη ή Λευκίνη αντί Προλίνης, και με περαιτέρω επεξεργασία είχαν στη ίδια θέση Φαινυλαλανίνη Ποιό είναι το μεταλλαξιγόνο που χρησιμοποιήθηκε, η 5-βρωμοουρακίλη, το νιτρώδες οξύ, ή η αμινοακριδίνη; Εξηγήσατε.
2. Η ηπαρίνη αναστέλλει τη μεταγραφή δεσμευόμενη στην RNA πολυμεράση. Ποιές ιδιότητες της ηπαρίνης της επιτρέπουν να δεσμεύεται τόσο δραστικά στην RNA πολυμεράση;
3. Ποιά θα μπορούσε να είναι η πιθανή επίδραση μιάς μετάλλαξης στην σ υπομονάδα που θα προλάμβανε την αποδέσμευσή της από τον καταλυτικό πυρήνα της RNA πολυμεράσης;
4. Η κορδυσεπίνη (3΄-δεοξυαδενοσίνη) σε χαμηλές συγκεντρώσεις αναστέλλει τη σύνθεση poly(A) και σε υψηλές συγκεντρώσεις τη σύνθεση RNA. (α) Ποιά είναι η βάση της αναστολής από κορδυσεπίνη; (β) Γιατί η σύνθεση poly(A) είναι πιό ευαίσθητη στην κορδυσεπίνη; (γ) χρειάζεται η κορδυσεπίνη να τροποποιθεί για να εκδηλώσει την επίδρασή της;
5. Υποδείξατε ένα τρόπο με τον οποίο μπορούμε να διαχωρίσουμε το mRNA από τα άλλα είδη RNA σε ένα ευκαρυωτικό κύτταρο.
6. Ένας ασθενής με θαλασσαιμία είχε μια μετάλλαξη που οδηγούσε στη παραγωγή ενός mRNA για τη β-αλυσίδα της αιμοσφαιρίνης που ήταν μεγαλύτερο κατά 900 νουκλεοτίδια από το φυσιολογικό. Η ουρά poly (A) του μεταλλαγμένου mRNA βρίσκονταν μερικά νουκλεοτίδια μετά τη μοναδική AAUAAA αλληλουχία στο επιπλέον τμήμα του mRNA. Προτείνατε μια μετάλλαξη που θα μπορούσε να οδηγήσει σ΄αυτό το mRNA.
7. Σε αντίθεση με την E. Coli, η πλειονότητα των βακτηρίων δεν διαθέτουν όλες τις αμινοακυλο-tRNA συνθετάσες. Για παράδειγμα, το Helicobacter pylori, που προκαλεί το έλκος του του στομάχου, έχει το tRNA της Gln αλλά όχι τη συνθετάση του Gln-tRNA. Παρ΄όλα αυτά, η γλουταμίνη είναι ένα κοινό αμινοξύ στις πρωτεΐνες του Helicobacter pylori. Προτείνατε ένα τρόπο με τον οποίο η γλουταμίνη μπορεί να ενσωματωθεί στις  πρωτεΐνες του Helicobacter pylori. (Υπόδειξη: Η συνθετάση του Glu-tRNA μπορεί με λανθασμένη αμινοακυλίωση (misacylation) να συνδέσει Glu στο tRNA της Gln). 
8. Σε ένα tRNA με αντικωδίκιο GCA συνδέθηκε χημικά κυστεΐνη σημασμένη με 14C, η οποία στη συνέχεια τροποποιήθηκε σε αλανίνη σημασμένη με 14C. Αυτό το τροποποιημένο αμινοακυλο- tRNA, μαζί με άλλα tRNAs, προστέθηκε σε ένα σύστημα πρωτεϊνοσύνθεσης ελεύθερο κυττάρων που περιείχε όλους τους απαραίτητους παράγοντες για τη σύνθεση πρωτεΐνης. Εάν στο σύστημα προστεθεί ένα mRNA με αλληλουχία 5΄-UUUUGCCAUGUUUGUGCU-3’ και μεταφραστεί όλο ποιό το πεπτίδιο που θα προκύψει και πού αυτό θα είναι ραδιενεργά σημασμένο; Ποιά τα πιθανά και υπαρκτά αντικωδίκια των άλλων tRNAs που θα χρησιμοποιηθούν; Δίδεται ο γενετικός κώδικας και ο κανόνας wobble. 
9. Ο EF-Tu, ένα μέλος της οικογένειας των G πρωτεϊνών, παίζει σημαντικό ρόλο στη πρωτεϊνοσύνθεση. Υποθέσατε ότι ένα ανάλογο του GTP, που υδρολύεται αργά, προστίθεται σε ένα σύστημα πρωτεϊνοσύνθεσης. Τί επίδραση θα έχει στο ρυθμό σύνθεσης της πρωτεΐνης;      
10. Η τεχνολογία του ανασυνδιασμένου DNA επιτρέπει να αντικαταστήσουμε  έναν υποκινητή που αναγνωρίζεται από την RNA πολυμεράση ΙΙ με έναν υποκινητή που αναγνωρίζεται από την  RNA πολυμεράση Ι ή την RNA πολυμεράση ΙΙΙ. Μετά από μια τέτοια αντικατάσταση, το μετάγραφο παύει να αποκτά κάλυμμα. Εξηγήστε αυτή τη παρατήρηση με βάση τη δομή και τη λειτουργία της RNA πολυμεράσης ΙΙ. 

11. Ένας ερευνητής έχει απομονώσει ένα νέο RNA ιό ο οποίος προσβάλλει ποντικούς και υποψιάζεται ότι το ιικό RNA διαθέτει ουρά πολυ (Α) στο 3΄άκρο. Να προτείνετε μία μέθοδο που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να δειχτεί ότι πράγματι το ιικό RNA διαθέτει ουρά πολυ (Α). 

12. Απομονώθηκε ένα μετάλλαγμα ποντικού στο οποίο παράγεται ένα πολυπεπτίδιο β-σφαιρίνης που είναι μεγαλύτερο από το φυσιολογικό. Η ανάλυση της αλληλουχίας του DNA έδειξε ότι έχει αντικατασταθεί ένα μόνο νουκλεοτίδιο σε ένα από τα ιντρόνια και δεν υπάρχει καμία άλλη τροποποποίηση. Εξηγήσατε τη παρατήρηση αυτή. 

13. Υποθέσατε ότι ανθρώπινο DNA κόβεται σε κομμάτια μεγέθους ίσου με ένα ώριμο ανθρώπινο mRNA και στη συνέχεια δημιουργούνται υβρίδια DNA- mRNA. Η ίδια διαδικασία επαναλαμβάνεται και για DNA και mRNA από κολοβακτήρια. Σε ποια περίπτωση θα παρατηρηθεί μεγαλύτερος βαθμός υβριδοποίησης (ποσοστό δεσμών υδρογόνου) και γιατί;

14. Η χρήση αναστολέων των πρωτεϊνικών κινασών σερίνης και θρεονίνης σε ευκαρυωτικά κύτταρα είχε ως αποτέλεσμα την πολύ αργή μεταγραφή. Οι ίδιοι αναστολείς δεν είχαν καμμία επίδραση στη μεταγραφή προκαρυωτικών κυττάρων. Εξηγήσατε γιατί;
15. Μία μετάλλαξη στις αλληλουχίες CTD της ευκαρυωτικής RNA πολυμεράσης ΙΙ με αποτέλεσμα την αλλαγή της σερίνης με αλανίνη τί επίδραση θα έχει στη μεταγραφή και στη σύνθεση του mRNA και γιατί;

16. Μείωση της δραστικότητας της υπομονάδας σ της RNA πολυμεράσης κολλοβακτηρίων λόγω μετάλλαξης, είχε ως αποτέλεσμα τη βραδεία ανάπτυξή τους σε καλλιέργεια. Εξηγήσατε γιατί. Θα διαφέρουν οι πρωτεΐνες των μεταλλαγμένων βακτηρίων από αυτές μή μεταλλαγμένων; Εάν ναί δώστε τις διαφορές και εξηγήσατε. 

17. Το γονίδιο μιάς πρωτεΐνης αποτελείται από 4 εξόνια και 3 ιντρόνια. Να γραφούν τα πιθανά προϊόντα του γονιδίου ως αποτέλεσμα του εναλλακτικού ματίσματος. 
18. Με τη χρήση ειδικών ραδιενεργά σημασμένων ανιχνευτών DNA, συμπληρωματικών για περιοχή του εξονίου 1 ενός γονιδίου, ανιχνεύθηκαν με ηλεκτροφόρηση τέσσερα διαφορετικού μεγέθους mRNA, (ως αποτέλεσμα εναλλακτικού ματίσματος).  Πόσα τουλάχιστον εξόνια και ιντρόνια περιέχει το γονίδιο; Εξηγήσατε.    
19. Για μιά πρωτεΐνη Χ, που απαντάται τόσο εξωκυττάρια όσο και ως διαμεμβρανική με μεγαλύτερο μέγεθος, με τη χρήση ραδιενεργών ιχνηθετών DNA ανιχνεύθηκε μόνο ένα mRNA. Αντίθετα, για μιά πρωτεΐνη Ψ, που απαντάται επίσης τόσο εξωκυττάρια όσο και ως διαμεμβρανική με μεγαλύτερο μέγεθος, με την ίδια μέθοδο ανιχνεύθηκαν δύο mRNA διαφορετικού μεγέθους. Ποιάς διαδικασίας, σχετιζόμενης με το mRNA, μπορεί να είναι αποτέλεσμα η κάθε περίπτωση και γιατί;

20. Δίδεται διάλυμα Α που περιέχει μόνο δίκλωνο προκαρυωτικό DNA και διάλυμα Β που περιέχει μόνο δίκλωνο ευκαρυωτικό DNA, που αντιστοιχεί σε τουλάχιστον ένα γονίδιο. Στα δύο διαλύματα προστέθηκαν τριφωσφορικοί νουκλεοζίτες και Mg2+. Εάν στο διάλυμα Α προστεθεί προκαρυωτική RNA πολυμεράση και στο διάλυμα Β ευκαρυωτική RNA πολυμεράση ΙΙ, θα παρατηρηθεί σύνθεση RNA και στις δύο περιπτώσεις ή όχι και γιατί; 
21. Μέρος της αλληλουχίας της μιάς αλυσίδας του DNA, του γονιδίου μιάς ευκαρυωτικής πρωτεΐνης που αποτελείται από 4 εξόνια και 3 ιντρόνια, εκατέρωθεν του ιντρονίου 2 φαίνεται παρακάτω:

    …….GGCATGCAGCTGCA……….GGCACCATTATGCGCAT………

Nα γραφεί δίκλωνο DNA, να ορισθούν τα άκρα των αλυσίδων και να χαρακτηρισθούν (νοηματική, αντινοηματική). Ποιό θα είναι το ώριμο mRNA μετά το μάτισμα;    

22. Κάθε μία από τις παρακάτω περιπτώσεις οδηγεί σε ένα είδος β-θαλασσαιμίας: 

(α) Μετάλλαξη στην αλληλουχία ΑΑUAAA πριν την poly A ουρά του φυσιολογικού mRNA για τη β-αλυσίδα της αιμοσφαιρίνης, όπου η U έχει αντικατασταθεί από C. 

(β) Μετάλλαξη αλλαγής μιάς βάσεως στο πλαίσιο CAAT του γονιδίου της β-αλυσίδας της αιμοσφαιρίνης. 

(γ) Μετάλλαξη στη θέση που σημειώνεται με το βέλος και αντικατάσταση της C με T  στην

αλληλουχία του γονιδίου της β-αλυσίδας της αιμοσφαιρίνης εκατέρωθεν του ιντρονίου 2, που φαίνεται παρακάτω:

                                                                                              ↓ 
      3’-......TCCGTACGTCGACAT……….GAGTGGAATACGCGTAT…….-5’

(δ) Μετάλλαξη στη θέση που σημειώνεται με το βέλος και αντικατάσταση της G με A στην αλληλουχία ενός ιντρονίου στο γονίδιο της β-αλυσίδας της αιμοσφαιρίνης, που φαίνεται παρακάτω:

                       ↓                                                                

       5’-........CCTATTGGTCTATTTTCCACCCTTAGGCTGCTG......-3’

Το mRNA των πασχόντων θα διαφέρει από το φυσιολογικό και πού; Οι β-αλυσίδες της φυσιολογικής αιμοσφαιρίνης θα διαφέρουν από αυτές της παθολογικής στο ποσό, στο μέγεθος και τη πρωτοταγή δομή ή όχι και γιατί; Εξηγήσατε γιατί προκαλείται β-θαλασσαιμία σε κάθε περίπτωση. 

23. Διάφορες κυτταροκίνες και αυξητικοί παράγοντες έχει βρεθεί ότι επηρεάζουν τη μεταγραφή σε ευκαρυωτικά κύτταρα, ενώ δεν έχουν καμία επίδραση σε προκαρυωτικά κύτταρα. Εξηγήστε γιατί;  
24. Προτείνατε ένα μηχανισμό για το τρόπο που μπορεί να γίνει η διάκριση από τις συνθετάσες των αμινοακυλο-tRNA μεταξύ των ζευγών αμινοξέων: Γλουταμινικού και ασπαραγινικού, Βαλίνης και Λευκίνης.
 

25. Ποια tRNA, που περιέχουν τα παρακάτω αντικωδίκια, μπορεί να υπάρχουν σε κολοβακτήρια και γιατί; UAU,ICC,IUG,GCU και CUA. Δίδεται ο γενετικός κώδικας. 

3. Ποιός είναι ο μικρότερος αριθμός και ποιών tRNAs που απαιτούνται για την αποκωδικοποίηση των κωδικίων της λευκίνης; Εξηγήσατε. Δίδεται ο γενετικός κώδικας. 

26. Δίδεται το παρακάτω δίκλωνο DNA, που κωδικοποιεί περιοχή πρωτεΐνης από κολοβακτήρια στο Ν-τελικό της άκρο, και η κατεύθυνση μεταγραφής.





5΄- CCTGTGGATGCTCATGTTT-3’




3’ -GGACACCTACGAGTACAAA-5’

     




       ---------------->

α) Να γραφεί το πεπτίδιο που κωδικοποιείται. β) Να βρεθούν όλα τα πιθανά αντικωδίκια των αντίστοιχων tRNAs.

Δίδεται ο γενετικός κώδικας. 

27.  Μέρος της αλληλουχίας του DNA, του γονιδίου μιάς ευκαρυωτικής πρωτεΐνης που αποτελείται από 4 εξόνια και 3 ιντρόνια, εκατέρωθεν του ιντρονίου 2 φαίνεται παρακάτω:

                 5’-...GGCATGCAGCTGCA……….GGCACCATTATGCGCAT…-3’

                 3’-…CCGTACGTCGACGT……….CCGTGGTAATACGCGTA…-5’

Nα γραφεί το πεπτίδιο, μέρος της πρωτεΐνης, που κωδικοποιείται από το παραπάνω τμήμα του DNA. Εξηγήσατε. Δίδεται ο γενετικός κώδικας.
28. Ύστερα από προηγούμενη αλληλεπίδραση με την RNA-πολυμεράση, το τμήμα δίκλωνου DNA κολλοβακτηρίου που προστατεύθηκε από πέψη με δεοξυριβονουκλεάσες, φαίνεται παρακάτω:

3’-CTTCAGTCAGTACTCACTGGGAGGGGTACTTAGCAGTTCTAATATCG-5’

5’-GAAGTCAGTCATGAGTGACCCTCCCCATGAATCGTCAAGATTATAGC-’

Να γραφεί το πεπτίδιο, μέρος της πρωτεΐνης που κωδικοποιείται από το παραπάνω DNA. Εξηγήσατε. Δίδεται ο γενετικός κώδικας.
29. Για την έκφραση ευκαρυωτικής πρωτεΐνης σε κολλοβακτήρια η διαδικασία που ακολουθείται περιλαμβάνει τη σύνθεση του cDNA με εκμαγείο το ώριμο ευκαρυωτικό mRNA για την πρωτεΐνη, με τη χρήση της αντίστροφης μεταγραφάσης και την εισαγωγή του στο βακτήριο για έκφραση. Εξηγήσατε γιατί δεν εισάγεται για την έκφραση κατ’ ευθείαν το τμήμα του γονιδιακού DNA που κωδικοποιεί την συγκεκριμένη πρωτεΐνη.  

30. Τμήμα του mRNA προς το Ν-τελικό άκρο μιάς πρωτεΐνης του κολλοβακτηρίου έχει την παρακάτω αλληλουχία βάσεων:                       ↓  

5’-AACGGGAGGUUGCCAGAUGGCU-3’ 

Μία μετάλλαξη, στη θέση που σημειώνεται με το βέλος, με αλλαγή της βάσης G με Α είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση κατά δέκα φορές του ρυθμού σύνθεσης της αντίστοιχης πρωτεΐνης. Εξηγήσατε γιατί;

31. Έχει παρατηρηθεί ότι κολλοβακτήρια σε καλλιέργεια παρουσία όλων των απαραίτητων βιταμινών και παραγόντων, αλλά απουσία βιταμίνης Β6, παρουσιάζουν σημαντικό πρόβλημα στη βιοσύνθεση των πρωτεϊνών τους, ακόμη και όταν στο μέσο καλλιέργειας προστεθούν και τα 20 αμινοξέα που απαντώνται στις πρωτεΐνες. Εξηγήστε γιατί;

32. Πόσα mole ATP θα δαπανηθούν για τη σύνθεση ενός πεπτιδίου προκαρυωτικού οργανισμού που αποτελείται από 200 αμινοξέα; Εξηγήσατε. 

33. Μετάλλαξη στη χαρακτηριστική τριάδα αμινοξέων Gly-Gly-Gln των παραγόντων απελευθέρωσης (RF1 και RF2) και αλλαγή της Gln με Val τί επίπτωση θα έχει στην πρωτεϊνοσύνθεση και γιατί;

34. Τί επίδραση θα έχει στην πρωτεϊνοσύνθεση ένα παράγωγο του GTP, το οποίο περιέχει στη θέση της γ-φωσφορικής ομάδας μία σουλφουνομάδα (SO3 -).

