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ВВЕДЕНИЕ
Предлагаемый сборник вопросов, задач, тестов и зада​ний по избранным разделам молекулярной генетики и моле​кулярной биологии гена является первым отечественным из​данием подобного рода. Рекомендуется в качестве дополни​тельного материала к лекционным курсам по генетике, а также вышеназванным дисциплинам и может быть исполь​зован при проведении практических, лабораторных занятий, семинаров, а также для самостоятельной работы студентов и проверки их знаний. По этой причине в сборнике отсутству​ет перечень ответов.
Учебное пособие призвано углубить и закрепить знания студентов по такому важному разделу биологии, как струк​турно-функциональная организация генов и геномов прока​риотических и эукариотических организмов, привить им на​выки творческого подхода к изучаемым дисциплинам, а так​же пробудить интерес к элементам самостоятельной работы.
Перечень использованной при подготовке сборника ли​тературы приведен в конце издания. Кроме того, в сборнике дается список литературы, рекомендуемой автором для про​работки материалов по той или иной теме, а также подготов​ки развернутых ответов на вопросы и задания, для решения задач и поиска верного ответа на тесты.

Раздел 1. СТРОЕНИЕ ДНК И РНК.
МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ
Вопросы и задачи
1. Фрагмент мРНК гена инсулина имеет следующее строение:
УУУ ГУ У ГАУ ЦАА ЦАЦ УУА УГУ ПТ УЦА ЦАЦ. Определите соотношение (А+Т)/(Г’-Ц) в молекуле ДНК, соответст​вующей данному фрагменту.
2. В табл. 1 представлены данные нуклеотидною состава ДНК и мРНК бактерий В. subtilis и Е. coli.
Таблица 1
Нуклеотидный состав ДНК и мРНК исследуемых бактерии
	Бактерии
	ДНК
(А~Т)/(Г+Ц)
	мРНК
(А+УУСМД)
	мРНК
(А-Г)/(У+Ц)

	В. subtilis
	1,36
	1,30
	1,02

	К. coli
	1,00
	0,98
	0,80


А. Определите, одна или две нити молекулы ДНК используются для синтеза мРНК у этих двух организмов. Ответ поясните.
Б. Объясните, однонитчатой или двухнитчатой является мРНК.
3. РНК, выделенная из ВТМ (вируса табачной мозаики), содержит 20 % цитозина. Можно ли рассчитать процентное содержание аденина в этой РНК?
4. Из бактерий Я. а/егтепШпя была выделена ДНК и определен ее нуклеотидный состав. Оказалось, что 37 % нуклеотидов содержат цито​зин. Можно ли определить процентное содержание аденина в этой моле​куле ДНК?
5. Какое количество нуклеотидов содержится в мРНК, кодирующей полипептид, молекулярная масса которого равна 27 кДа, если молекулярная масса одной аминокислоты в белке составляет примерно 100 Да?
6. Назовите основные отличия между молекулами ДНК и РНК. Ка​кие изотопы обычно используются для их радиоактивного мечения, а также для мечения белковых молекул?
7. Если вирусная частица имеет двухнитчатую кольцевую молекулу ДНК размером 200 тысяч пар нуклеотидов (т. п. н.), то сколько нуклео​тидов находится в этой молекуле? Сколько полных витков приходится на эту молекулу ДНК? Сколько атомов фосфора содержится в каждой из нитей ДНК?
8. Если в молекуле ДНК содержится 56 % ГЦ пар, каков будет про​цент А. Т, Г и Ц соответственно?
9. Укажите, какие из перечисленных ниже утверждений являются верными:
1. А. А + Т = Г f Ц.
2. Б. А = Г; Ц = Т.
3. В. А/Т = Ц/Г.
4. Г. T/A = Ц/Г
5. Д. А + Г - Ц + Т.
6. Е. Г/Ц=1.
7. Ж. А = Т в каждой из цепей.
8. 3. Водородная связь обеспечивает стабильность двойной спирали.
9. И. Ковалентные связи обеспечивают стабильность двойной спирали.
10. К. Каждая из нитей двойной спирали ДНК идентична друг другу.
11. Л. Если одно основание в цепи ДНК известно, то можно опре​делить соответствующее ему основание в другой цепи.
12. М. Каждая пара нуклеотидов содержит две фосфатные груп​пы, две дезоксирибозы и два азотистых основания.
10. Препарат кольцевой плазмидной ДНК подвергли действию ука​занных в табл. 2 ферментов, а затем с помощью электрофореза осущест​вили анализ полученных фрагментов. Используя представленную ниже информацию, постройте рестрикционную карту этой плазмидной ДНК.
Таблица 2
Рестрикционный анализ плазмидной ДНК
	Фермент
	Размеры фрагментов (в т. п. н.)

	Xmal
	20

	МЪо 1
	10

	Хта I и Mbo I
	3,7и 10


11. Препарат линейной вирусной ДНК обработали указанными ниже ферментами и их комбинацией. Получившийся набор фрагментов рест​рикции подвергли затем электрофорезу. На основании представленных в табл. 3 данных постройте рестрикционную карту вирусной ДНК.
Таблица 3
Рестрикционный анализ линейной вирусной ДНК
	Фермент
	Размеры фрагментов (в т. п. н.)

	Bgl И
	5 и 10

	Нра!
	5 и 10

	Sma I
	2 и 13

	Bgl //и Нра I
	5

	Bgl //и Sma 1
	2; 5 и 8

	Нра I и Sma 1
	2;3и 10


12. Препарат линейной вирусной ДНК обработали рестрикгазой Бта I до полного расщепления. Последующий электрофоре ический ана​лиз выявил присутствие фрагментов следующих размеров (в т. п. н.): 10; 7; 6; 3 и 2. Параллельно была взята интактная вирусная ДНК и расщеп​лена частично той же рестриктазой. Полученные при неполном расщеп​лении пять фрагментов были обозначены в порядке убывания размеров буквами от А до Е. Затем каждый из этих фрагментов был обработан ре​стриктазой Бта I до полного расщепления и подвергнут электрофорезу. Полученные результаты представлены в табл. 4. Постройте карту рест​рикции Зта I вирусной ДНК.
Таблица 4
Рестрикционный анализ линейной вирусной ДНК
	Фрагменты, полученные при неполном расщеплении
	Размер фрагментов после полного расшеплеїшя (в т. п. н.)

	А
	10; 6 и 2

	В
	7; 6 и 2

	С
	Юн 3

	D
	7 и 2

	Е
	6 и 2


13. Фрагмент, полученный при расщеплении ДНК Cannabis sativa рестриктазой Bgl II, клонирован в сайте Ват HI плазмиды pBR322. При попытке выделить этот участок из плазмидной ДНК оказалось, что ни Ват HI, ни Bgl II не вырезают фрагмент ДНК С. sativa из плазмиды. По​чему? Какую рестриктазу следует использовать, чтобы выделить этот фрагмент ДНК из рекомбинантной плазмиды? (Для решения задачи вос​пользуйтесь табл. 3 прил.).

14. Препарат кольцевой плазмидной ДИК длиной 18 т. п. н. под​вергли полной рестрикции ферментом Кш I. Последующий электрофо​ретический анализ позволил выявить наличие ряда фрагментов следую​щих размеров: 5,0; 4,0; 3,5; 3,0; 1,5 и 1,0. Неполная рестрикция исходной плазмидной ДНК с помощью той же рестриктазы показала наличие пяти фрагментов, обозначенных буквами от А до Е. Последующая полная ре​стрикция этих фрагментов той же рестриктазой представлена в табл. 5. Постройте рестрикционную карту кольцевой плазмидной ДНК.
	Фрагменты, полученные при неполном расщеплении
	Размер фрагментов после полного расщепления (в т. п. н.)

	А
	5,0; 3,0 и 1,0

	В
	3,5; 3,0 и 1,0

	С
	5,0 и 1,5

	£>
	3,5 и 1,0

	Е
	4,0; 3,5 и 1,5


Таблица 5
Рестрикционный анализ плазмидной ДНК
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Фрагмент ДНК длиной 10 п. н. пометили е 5'-конца радиоактив​ной меткой и затем приступили к определению нуклеотидной последо​вательности. Результаты этого анализа представлены па рис. 1. Какова нуклеотидная последовательность анализируемого фрагмента?
16. Линейный фрагмент ДНК ЕсоЯ, имеющий длину 2,5 т. п. н. и единственный сайт рестрикции Нра /, был клонирован в сайте ЕсоЮ плазмиды длиной 5 т. п. н. Карты рестрикции линейного фрагмента и
/

кольцевой молекулы представлены на рис. 2. Участок линейной ДНК может быть клонирован в обеих ориентациях. Ответьте на вопросы:
1. Каковы два способа ориентации?
2. Если совместная обработка рсстрикгазами Hind III и Нра / дает фрагменты длиной 1,0 и 6,5 т. н. н., какова ориентация клонированного фрагмента в этом случае?
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Рис. 2. Рестрикционные карты линейного фрагмента (о) и кольцевой молекулы (б) ДНК
э*}
17. Линейная ДНК фага была помечена с двух концов изотопом "Р и обработана рестриктазами Eco RI и Ват HI. Результаты эксперимента представлены в табл. 6.
Таблица 6
Рестрикционный анализ линейной ДНК фага
	Ферменты
	Размеры фрагментов (т. п. н.)

	Eco RI
	2,9; 4,5; 6,2; 7,4 и 8,0

	Ват HI
	6,0; 10,1 и 12,9

	Eco RI и Bam HI
	1,0; 2,0; 2,9; 3,5; 6,0; 6,2 и 7,4


Радиоаутшрамма электрофореграммы Eco ^/-фрагментов показала радиоактивность только двух фрагментов - величиной 6,2 и 8,0 т. п. н. Аналогичная проверка Ват W-фрагментов показала радиоактивность фрагментов 6,0 и ЮЛ т. п. н. Изобразите рестрикционную карту анали​зируемого фрагмента ДНК.
Затем была проведена Саузерн-блот-габридизация полученных не​зависимо друг от друга Eco RI- и Ват III-фрагментов с радиоактивной пробой фагового гена X Было установлено, что гибридизовался один Eco /?/-фрагмснт величиной 4,5 т. п. н. и два Ват Я/-фрагмента величи​ной 10,1 и 12,9 т. п. н. Укажите место локализации генаХ на рестрикци​онной карте фага.
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Фрагмент ДНК мыши, содержащий ген М длиной 8 т. п. н., име​ет Eco RI концы. Этот фрагмент ДНК был включен в состав плазмиды pBR322 в Eco RI-саш. Рекомбинантная плазмида затем была обработана отдельно рестриктазой Eco RI (I вариант), рсстриктазой Ват III (II вари​ант) и двумя рестриктазами совместно Eco RI + Ват Ш (Ш вариант). Сведения о величине фрагментов в каждом варианте представлены па рис. 3.
Pue. 3. Элекгрофореграммы плазмидной ДНК, полученные с
использованием ферментов Eco RI, Ват Ш и их смесью
Гель третьего варианта был подвергнут Саузерн-блот-гибридизации с пробой ДНК плазмиды pBR322, меченной радиоактивным Р. Какие фрагменты этого геля будут гибридизоваться с ДНК плазмиды pBR3221
Вы имеете очищенную ДНК и хотите осуществить ее рестрик​ционное картирование. После использования фермента Eco RI ДНК была разрезана на четыре фрагмента: 1, 2, 3 и 4. При последующей обработке каждого фрагмента ферментом Hind II оказалось, что фрагмент 3 дает два субфрагмента (3-1 и 3-2), а фрагмент 2 дает три субфрагмента (2-1, 2-2 и 2-3). После обработки исходной молекулы ДНК рестриктазой Hind II образуются 4 фрагмента: Л, В, С и D. Если эти фрагменты обра​ботать рестриктазой Eco RI, фрагмент D дает два фрагмента- 1 и 3. Фрагмент Л даст 3-2 и 2-1, а В - 2-3 и 4. Фрагмент С оказался идентич​ным с 2-2. Изобразите рестрикционную карту рассматриваемой молеку​лы ДНК.

19. Вы выделили и затем клонировали фрагмент ДНК величиной 10 т. п. н. Затем 5'-концы ДНК пометили изотоном фосфора Ъ2Р и обрабо​тали рестриктазой Eco RI. В результате были получены два меньших фрагмента: один величиной 8,5 т. п. н., а второй - 1,5 т. п. н. После этого проба, содержащая большой фрагмент, была разделена на две части, и одна из них была обработана ферментом Нае 111, а другая - Hind II. За​тем был произведен электрофорез и получена радиоаутограмма (рис. 4). Изобразите рестрикционную карту анализируемого фрагмента ДНК.
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Рис. 4. Электрофореграмма фрагмента 8,5 т. п. н. после обработки ферментами Hind II и Нае III
20. Линейный фрагмент ДНК обработали независимо друг от друга двумя различными рестриктазами - Hind III и Sma 1 (пробы 1 и 2), а так​же двумя этими ферментами одновременно (проба 3). Были получены следующие результаты:
· рестриктаза Hind 111 дала 2 фрагмента - 2,5 и 5,0 т. п. н.;
· рестриктаза Sma / дала 2 фрагмента - 2,0 и 5,5 т. п. н.;
· рестриктазы Hind III и Sma I вместе дали 3 фрагмента - 2,5, 3,0 и 2,0 т. п. н.
Постройте рестрикционную карту этого фрагмента.
Затем смесь фрагментов из третьей пробы обработали еще раз фер​ментом Eco RI, в результате чего наблюдалось исчезновение полосы, со​ответствующей фрагменту 3 т. п. н., и появление новой полосы, соответ​ствующей фрагменту 1,5 т. п. н. Обозначьте сайт Eco RI на рестрикцион​ной карте фрагмента ДНК.

21. Ген X находится на плазмиде размером 5,3 т. п. н. При обра​ботке ДЫК плазмиды рестриктазой Ват Ш образуются 3 фрагмента: 1, 2 и 3 (рис. 5). Точки В обозначают места, где плазмида разрезается фер​ментом. Тандемная копия гена X вмещается по своим размерам в один из Ват ///-фрагментов. Если ген X кодирует белок величиной 400 ами​нокислот, в каком фрагменте находятся копии этого гена?
ТЕСТЫ*
22. Верно ли уравнение?
А+У
А+Т

(в РНК) = 
 (в ДНК).
Г + Ц
Г + Ц
A. Да.
Б. Нет.
B. Нет, верными будуг только две отдельные формулы:
А+У
А+Т

= 1 (в РНК) и
= 1 (в ДНК).
Г+Ц
Г+Ц
Г. Her, верными будут только формулы:
А = У иГ = Ц(в РНК), а также А = Т иГ = Ц(в ДНК).
23. Геном ВТМ (вируса табачной мозаики) содержит 20 % цито​зина. Каково будет процентное содержание урацила?
A. 30 %.
Г. Определить невозможно.
Б. 20 %.
Д. 80 %.
B. ВТМ не содержит РНК.
24. Вы провели эксперимент по выделению нуклеиновой кислоты из бактериофага (рХ 174 и изучили ее состав. Результаты эксперимента по​казали следующее содержание нуклеотидов:
А -25%;
Г-24%;
Т-33%;
Ц-18%.
Каким образом можно объяснить эти результаты? Найдите пра​вильный ответ.
A. В геноме бактериофага (рХ 174 имеется множество мутаций, что вызывает неправильное спаривание оснований А с Г, а Т с Ц.
Ь. Геном (рХ 174 представлен однонитчатой РНК, и в участках лока​лизации мутаций происходит неправильное спаривание оснований.
B. Геном (рХ 174 представлен кольцевой двухнитчатой ДНК, а для кольцевых геномов правило Чаргаффа не соблюдается.
Г. Геном (рХ174 представлен однонитчатой ДНК.
25. Среди молекул РНК наибольшие размеры имеет:
A. тРНК.
Б. мРНК.
B. рРПК.
Г. Размеры всех РНК одинаковы.
26. Археологи обнаружили тело мамонта во льду в зоне вечной мерзлоты. Возник вопрос: какова степень гомологии ДНК мамонта и ДНК ныне живущих индийских слонов? Ответ на него можно получить двумя способами: путем секвенирования (колонка I) и гибридизацией (колонка II). Что необходимо сделать и в какой последовательности, чтобы ответить на поставленный вопрос?
1. Провести анализ кариотипа мамонта.
2. Осуществить гидролиз ДНК мамонта и слона кислотой или ще​лочью.
3. Произвести полимеразную цепную реакцию (ГЩР) ДНК мамонта.
4. Выделить из клеток мамонта и слона ДНК.
5. Определить значения Тт (температура, при которой плавит​ся 50 % молекул ДНК) для ДНК мамонта, слона, а также гиб​ридной ДНК и сравнить их.
6. Произвести секвенирование определенных участков ДНК ма​монта и слона.
7. Произвести обработку ДНК мамонта и слона рестриктазами.
Осуществить гибридизацию ДНК мамонта и слона.

8. Осуществить трансформацию ДНК мамонта в клетки слона.
9. Осуществить трансформацию ДНК слона в клетки мамонта.
10. Сравнить нуклеотидные последовательности ДНК мамонта и ДНК слона.
Найдите правильные ответы в колонке 1 и колонке П.
Колонка I
Колонка II
27. Имеются три препарата ДНК. Известно, что один из них получен из печени мыши (ДНК 1), другой из мышц мыши (ДНК 2), а третий из мышц лошади (ДНК 3). Этикетки на пробирках с препаратами ДНК 2 и ДНК 3 стерлись. Можно ли восстановить правильные надписи на про​бирках?
A. Можно установить лишь приблизительно, проделав эксперимент по гибридизации известной ДНК 1 с остальными пробами.
Б. Можно установить точно, проделав предыдущий эксперимент. При этом ДНК 1 обязательно должна показать почти 100 %-ную гомоло​гию с ДНК 2 и более низкий уровень с ДНК 3.
B. Her, установить невозможно, так как ДНК I будет гибридизовагься одинаково как с ДНК 2, так и с ДНК 3, независимо от вида организма.
Г. Нет, установить невозможно, так как эксперимент по гибридиза​ции ДНК вообще не получится. ДНК из разных тканей одного и того же организма не могут подвергнуться гибридизации между собой, как и ДНК из разных организмов.
Задание 1. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ
НУКЛЕОТИДОВ В ОЛИГОНУКЛЕОТИДЕ
Олигорибонуклеотид X был обработан фосфатазой (для уда​ления 3'- или 5'-терминальных фосфатов) и затем рибонуклеазой Г/, которая разрывает по 5'-положению все фосфатные связи, находя​щиеся в З'-положении у гуанозина. В результате были получены мелкие олигомеры Г, М и N в одинаковых количествах. Каждый из них обработали фосфатазой, а затем подвергли щелочному гидро​лизу. Результаты приведены в табл. 7.

Таблица 7
Состав олигомеров, полученных из олигорибонуклеотида X после гидролиза рибонуклеазой Ті
	Олигонуклеотид
	Состав, моль/моль олигонуклеотида

	ь
	Уридинмонофосфат- 1, Аденозинмонофосфат - 1 Цитидинмонофосфат- 1, Гуанозин - 1

	м
	Аденозинмонофосфат - 1, Цитидин- 1

	N
	Цитидинмонофосфат - 2, Гуанозин - 1


Затем эксперимент был несколько модифицирован: олигорибонук- леотид X после обработки фосфатазой гидролизовали панкреатической рибонуклеазой, которая разрывает по 5-положению все фосфатные свя​зи, находящиеся в З'-положении у пиримидиновых нуклеозидов. Этот гидролиз позволил получить приблизительно в эквимолярных концен​трациях пять остатков: уридинмонофосфат, цитидинмонофосфат и оли​гонуклеотиды Р, £) и /?. После разделения и щелочного гидролиза этих олигомеров были получены данные, приведенные в табл. 8.
Таблица 8
Состав олигомеров, полученных из олигорибонуклеотида X после гидролиза панкреатической рибонуклеазой
	Олигонуклеотид
	Состав, моль/моль олигонуклеотида

	р
	Гуанозинмонофосфат- 1 Цитидинмонофосфат — 1

	0
	Гуанозинмонофосфат - 1 Аденозинмонофосфат- 1 Цитидин - 1

	я
	Аденозинмонофосфат- 1 Цитидинмонофосфат- 1


Задача. Пользуясь представленными выше результатами, определи​те нуклеотидный состав олигомеров Ь, М и N. затем олигомеров Р, £)и К и олигорибонуклеотида X.
Задание 2. ИЗУЧЕНИЕ НУКЛЕОТИДНОГО СОСТАВА
И ФИЗИЧЕСКИХ СВОЙСТВ ДНК
Из клеток различных бактерий, бактериофага 72, а также ядер и митохондрий клеток печени кролика была выделена ДНК. Затем образцы ДНК поместили в раствор, содержащий 1(Г2 моль/л АТаС1 и 10‘3 моль/л цитрата натрия (pH 8,0), и произвели измерение оптиче​ской плотности при 260 нм, повышая температуру раствора в кюве​те от 25 до 95 °С и затем медленно понижая ее до 40 °С (табл. 9).
Таблица 9
Относительная оптическая плотность препаратов ДНК при 260 нм
Источник ДНК
	Темпера​тура, °С
	М. тусо- ides
	Е. coli
	М. lyso- deikticus
	Фаг
Т2
	Митохондрии клеток печени кролика
	Ядра клеток печени кролика

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	25
	1,000
	1,000
	1,000
	1,000
	1,000
	1,000

	35
	1,000
	1,000
	-
	1,000
	1,000
	1,000

	45
	1,005
	1,000
	-
	1,000
	1,000
	1,000

	50
	1,015
	1,000
	1,000
	1,010
	1,000
	1,000

	55
	1,075
	1,000
	-
	1,075
	1,020
	1,000

	57,5
	1,150
	1,000
	-
	1,110
	1,030
	1,000

	60
	1,250
	1,000
	1,000
	1,130
	1,056
	1,005

	62,5
	1,290
	1,015
	-
	1,170
	1,075
	1,025

	65
	1,300
	1,050
	1,000
	1,200
	1,110
	1,050

	67,5
	1,302
	1,080
	1,000
	1,235
	1,150
	1,090

	70
	1,305
	1,110
	1,000
	1,265
	1,200
	1,120

	72,5
	1,302
	1,135
	1,010
	1,300
	1,240
	1,145

	75
	1,302
	1,175
	1,025
	1,335
	1,265
	1,175

	77,5
	1,302
	1,225
	1,045
	1,365
	1,290
	1,200

	80
	1,302
	1,250
	1,065
	1,390
	1,295
	1,225

	82,5
	1,302
	1,270
	1,100
	1,400
	1,300
	1,235

	85
	1,305
	1,275
	1,130
	1,402
	1,300
	1,250

	87,5
	1,300
	1,275
	1,165
	1,400
	1,300
	1,250

	90
	1,302
	1,275
	1,185
	-
	-
	-

	95
	1,302
	-
	1,200
	-
	-
	1,250

	85
	1,300
	1,270
	-
	-
	1,300
	1,240

	80
	1,300
	1,270
	-
	1,400
	1,300
	1,235

	75
	1.300
	1.270
	-
	1,390
	1,300
	1,230

	70
	1,300
	1,260
	-
	1,380
	1,275
	1,230

	65
	1,300
	1,250
	-
	1,360
	1,235
	1,227

	60
	1,300
	1,225
	-
	1,340
	1,180
	1,225

	55
	1,300
	1,180
	-
	1,300
	1,115
	1,225

	50
	1,275
	1,125
	-
	1,250
	1,060
	1,225

	45
	1,150
	1,075
	-
	1,200
	1,030
	1,225

	40
	1,015
	1,030
	-
	1,150
	1,010
	1,225


На следующем этапе работы произвели гидролиз образцов ДНК 100 %-ной муравьиной кислотой при 120 °С. Полученный материал подвергли хроматографии на бумаге, после чего содержимое каж​дого пятна элюировали 10 мл воды. Далее определили оптическую плотность (А) элюатов при 260 нм. Результаты измерений приведе​ны в табл. 10.

Нуклеотидный состав препаратов ДРІК
	Основание
	Коэффициент молярного поглоще​ния1 Б* 10 3
	Поглощение (А) растворов оснований, полученных из образцов ДНК

	
	
	Фага
Т2
	Е.соїі
	М. 1ухо- ёеИсйСШ
	М.mycoid.es

	Адешш
	13,0
	1,040
	1,300
	0,910
	1,235

	Гуанин
	7,2
	0.324
	0,720
	1,300
	0,216

	Цитозин
	5,55
	0
	0,555
	0,999
	0,167

	Оксим етилци- тозин
	4,4
	0,198
	0
	0
	0

	Тимин
	7,4
	0,592
	0,740
	0,515
	0.704


1 Зависимость молярной концентрации с и поглощения А для кюветы с длиной оптического пути 1 см можно выразить соотношением А =е-с.
Задача 1. Пользуясь результатами табл. 9, изобразите графиче​ски зависимость оптической плотности раствора при 260 нм (ось ординат) от температуры (ось абсцисс) для всех образцов ДНК. Оп​ределите величину (Г,и). Как изменяется оптическая плотность рас​твора ДНК при понижении температуры?
Задача 2. Пользуясь результатами габл. 10, определите концен​трацию (в мкмоль/л и процентах) каждого из оснований в имею​щихся образцах ДНК.
Задача 3. Постройте график зависимости температуры плавле​ния (Ги) (ось абсцисс) от процентного содержания Г+Ц пар (ось ор​динат) для ДНК бактериофага Т2 и изучаемых бактерий. Используя полученный график, определите содержание Г+Ц пар в ДНК кроли​ка и ДНК митохондрий.

Раздел 2. ИЗУЧЕНИЕ СТРУКТУРЫ И ФУНКЦИЙ
УЧАСТКОВ ГЕНОМА ПРО- И ЭУКАРИОТ
Вопросы и задачи
1. Известно, что геном хлоропластов намного меньше генома бакте​рий (например, Е. coli). Однако по количеству ДНК хлоропласт значи​тельно превосходит бактериальную клетку. Почему? Ответ подтвердите цифровыми данными.
2. В эксперименте была изолирована хромосомная ДНК, включаю​щая ген А. Одна из двух комплементарных нитей этой молекулы ДНК затем была подвергнута гибридизации с мРНК, содержащей участок, со​ответствующий гену А. После гибридизации образовалась структура, приведенная на рис. 6.
6
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Рис. 6. Структура молекулы после гибридизации ДНК и мРНК
Стрелками указаны границы гена А. Определите, какими структу​рами представлены обозначенные цифрами участки. Составьте таблицу по образцу табл. 11 и внесите в нее ответы.
Таблица 11
Строение гибридной молекулы
	Тип структуры
	Номер участка

	Гибрид ДНК и РНК
	

	Однонитчатая ДНК
	

	Однонитчатая РНК
	

	Двухнитчатая ДНК
	

	Двух нитчатая РНК
	


3. Двое мужчин являются потенциальными отцами одного ребенка. Для выяснения отцовства использовали фингерпринт-анализ ДНК. На рис. 7 представлена электрофореграмма ДНК магери, ребенка и двух предполагаемых отцов.
Ответьте на следующие вопросы:
1. Кто является отцом ребенка?
2. Сколько полос на электрофореграмме ДНК сына и предполагаемого отца совпа​дает? Почему?
3. Имеются ли на электрофореграмме поло​сы, которые позволяют сомневаться в от​цовстве?
4. Известно, что самцы муравьев гаплоидны (и), а самки (матки и рабочие особи) диплоидны (2п). Известно также, что в геноме эукариотиче​ских организмов имеется микросателлитная ДНК - короткие тандемные повторы (1-6 нуклеотидов), количество которых является определенным для конкретного организма и составляет аллель мик- росателлитного локуса. В эксперименте были ис​следованы микросателлитные фрагменты ДНК 10 рабочих муравьев из одного и того же муравей​ника, в котором есть только одна матка, и она мо​жет спариваться только с самцами из своего мура​вейника. Два микросателлитных локуса были под​вергнуты амплификации с помощью полимераз​ной цепной реакции. Полученную ДНК затем по​метили радиоактивной меткой и произвели элек​трофорез в полиакриламидном геле.
После завершения электрофореза гель был помещен на радиоаутогра- фическую пластинку, и те места, где находилась меченая ДНК, засветились. Ниже представлена радиоаутограмма описанного выше эксперимента.
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1. Сколько аллелей находится в каждом из двух локусов?
2. Определите по результатам анализа локуса 1, какое минималь​ное число самцов спаривалось с маткой?
3. Определите по результатам анализа локуса 2, какое минималь​ное число самцов спаривалось с маткой?
5. Какие генетические вопросы можно решить, используя следую​щие объекты: 2,еа mays, Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli, бактериофаг Я, прионы?
1. Получить генные мутации.
2. Получить хромосомные мутации.
3. Построить генетическую карту.
4. Изучить мейоз.
5. Изучить митоз.
6. Получить нсхромосомные мутации.
7. Использовать TY-плазмиду Agrobacterium tumefaciens для кло​нирования генов в данном объекте.
8. Осуществить трансформацию.
9. Изучить регуляцию Сяе-оперона.
10. Изучить нуклеотидную последовательность ДНК.
Составьте таблицу по образцу (табл. 12) и внесите в нее ответы. Против наименования объектов укажите соответствующие цифровые обозначения.
Таблица 12
Таблица ответов
	Объект
	Цифровые обозначения

	Zea mays
	

	Drosophila melanogaster
	

	Saccharomyces cerevisiae
	

	Escherichia coli
	

	Бактериофаг Я
	

	Прионы
	


6. При анализе факта изнасилования был проведен фингерпринт- анализ, где в качестве пробы была взята кровь жертвы (проба 7), семен​ная жидкость из ее тела (проба 2) и семенная жидкость трех подозревае​мых (пробы 3, 4 и .5 соответственно). Результаты Саузерн-блотгибриди- зации представлены на рис. 8.

Ответьте на вопросы:
1. Имеется ли среди подозреваемых субъектов настоящий виновник?
2. Могут ли все подозреваемые быть освобождены от ответственности?
7. Предположим, что последователь​ность SINE у одного организма имеет дли​ну 50 п. н. ДНК этого организма выделили и подвергли рестрикции ферментом, раз​резающим ДНК на фрагменты 100 п. н. После этого провели тепловую денату​рацию ДНК с последующим медленным охлаждением (quenching). Что можно уви​деть при электронном микроскопировании полученных фрагментов?
8. Фингерпринт анализ VNTR-повторов членов одной семьи дал следующую картину (рис. 9).
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Исходя из представленных данных, определите число VW77?-ji о ку​сов, характер наследования, а также число аллелей в каждом локусе.
9. Предскажите возможные результаты гибридизации in situ (коли​чество участков) на препарате хромосом человека при использовании в качестве пробы:
A. Копии какого-либо гена.
Б. Фрагмента теломерного конца хромосомы.
B. рДНК.
Г. SINE-iюследовательносги.
Д. Сателлитной ДНК.
ТЕСТЫ
10. В зоне ядрышкового организа ора локализованы г ены:
A. Всех типов рРНК.
Б. Только 55 рРНК.
B. 285; 185; 5,85 рРНК.
I. Только 285 рРНК.
11. На рис. 10 представлены результаты электрофореза амгшифици- рованных с помощью ПЦР фрагментов ДНК членов одной семьи (отец, мать и 9 детей). Отец и 6 детей (3, 5, 7, 8, 10, 11) в этой семье имеют симптомы наследственного заболевания хореей Гентингтона. У отца бо​лезнь проявилась после 40 лет, возраст детей с первыми симптомами за​болевания указан на рисунке возле соответствующих фрагментов ДНК. Какова вероятность заболевания 4, 6 и 9-го ребенка в этой семье?
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A. 4 и 9-й ребенок здоровы и никогда не заболеют хореей Ген- тингтона, тогда как 6-й ребенок имеет высокую вероятность за​болевания.
Б. 4, 6 и 9-й ребенок нс имеют мутаций в геноме и никогда не за​болеют хореей.
B. 4, 6 и 9-й ребенок имеют все шансы заболеть в более старшем возрасте, так как заболевание наследуется по доминантно-ауто- сомному типу.
Г. Двое из трех перечисленных выше детей могут заболеть в бу​дущем, гак как это заболевание аутосомно-доминантного типа, однако представленные на рис. 10 данные не позволяют опре​делить, кто из них заболеет конкретно.
Д. 4, 6 и 9-й ребенок могут быть от разных отцов, и они являются носителями мутации, вызывающей заболевание.
12. Пользуясь информацией вопроса 11. определите, какое из ниже​перечисленных заключений является верным.
A. Her никакой корреляции между возрастом детей с симптомами заболевания и скоростью миграции амплифицированных ПЦР- фрагментов.
Б. Короткие ПЦР-фрагменты соответствуют проявлению заболе​вания в раннем возрасте.
B. Чем больше размеры амплифицированных ПДР-фрагментов, тем раньше может проявиться заболевание.
Г. Хорея Гентингтона - это инфекционное заболевание, так как большая часть детей одной семьи заболевает.
Д. Это заболевание вообще не связано с анализируемыми ПЦР- фрагментами.
13. Какие из перечисленных ниже проблем невозможно решить с использованием методики Нозерн-блот-гибридизации?
1. Определение размеров мРНК.
2. Определение времени полужизни мРНК.
3. Идентификацию участков ДИК, транскрибируемых в данную мРНК.
4. Определение аминокислотной последовательности белка, ко​дируемого данной мРНК.
5. Определение относительного содержания мРНК в различных
типах тканей.
A.  4 и 5.
Г. 2, 4 и 5.
Б. 2 и 3.
Д. Можно решить только проблему 3.
B. 1 и 4.
14. Была поставлена задача клонировагь бактериальный ригВ-тсн. Для этого вначале получили библиотеку геномных фрагментов размером 10-15 т. п. н. путем частичной рестрикции ДНК ферментом ЕсоШ и клонирования их в ЕсоШ-сайт плазмидного вектора. Для идентифика​ции плазмиды, содержащей необходимый ген, было проведено два экс​перимента. В первом случае из библиотеки было взято пять плазмид со вставками, которые были обработаны ферментом ЕсоШ и подвергнуты электрофоретическому разделению (рис. 11). Во втором случае пять тех же самых плазмид были подвергнуты ПЦР с использованием в качестве праймера определенной последовательности ригВ-гена и затем осущест​влено электрофоретическое разделение сип тезированных фрагментов ДНК (рис. 12). Оба геля были обработаны этидиум-бромидом для визуа​лизации ДНК-фрагментов.
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Рис. 11. Электрофоретический анализ ЕсоШ-фрагментов пяти проб плазмидной ДНК со вставками
1. В каких плазмидах имеется частичное перекрывание фрагментов ДНК?
A. Только в одной паре: плазмидах 3 и 4.
Б. Только в одной паре: плазмидах 3 и 5.
B. В двух парах: 1 и 2, а также 3 и 4.
Г. В двух нарах: 1 и 3, а также 2 и 5.
Д. Во всех плазмидах вставки частично перекрываются.
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Рис. 12. Электрофоретический анализ ПЦР-продуктов
2. Какие из перечисленных ниже методов не могут быть исполь​зованы для идентификации плазмид, содержащих вставку с ригВ-геном?
A. Постановка теста на комплементацию с использованием ригВ- ауксотрофов.
Б. Секвенирование вставок.
B. Гибридизация плазмидной ДНК с пробами, комплементарны​ми ригВ-геиу.
Г. Рестрикционное картирование плазмид.
Д. Использование методики «футпринта».
3. В каких плазмидах находится область, комплементарная прайме​рам ригВ-гена?
A. Только во 2-й.
Б. Только в 5-й.
B. Только во 2-й и 5-й.
Г. Только в 1, 3 и 4-й.
Д. Во всех тестируемых плазмидах.
15. Ниже перечислены генетические процессы. Вам необходимо выбрать тот, который не связан с перестройками генома.
A. Экспрессия иммуноглобулиновых генов у млекопитающих.
Б. Транспозиция бактериофага Ми.
B. Смена типа спаривания у дрожжей.
Г. Образование антигена у трипаносом.
Д. Сплайсинг у а Наш.
16. Для чего используется инсерционный мутагенез при идентифи​кации плазмид с клонированными генами?
A. Для получения мутантов.
Б. Для секвенирования ДНК рекомбинантных плазмид.
B. Для Саузерн-блот-гибридизации.
Г. Для 1ЩР.
Д. Для получения рекомбинантных ДНК.
Е. Для картирования гена.
Задание 1. ИДЕНТИФИКАЦИЯ ГЕНОВ,
КОНТРОЛИРУЮЩИХ СИНТЕЗ
ПИГМЕНТА У ДРОЖЖЕЙ
У гаплоидных дрожжей ген (), кодирующий синтез белка, молеку​лярная масса которого равна 50 кДа, имеет следующую рестрикционную карту.
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Рис. 13. Рестрикционная карта гена Q
Для изучения молекулярной организации этого гена было получено четыре различных мутации:
Мутация 1 вызвала делецию участка от 0,8 до 1,0 т. п. н., в резуль​тате чего был частично инактивирован промотор, что привело к 5- крагному снижению скорости транскрипции. Скорость трансляции мРНК гена Q осталась прежней.
Мутация 2 - точковая нонсенс-мутация, затрагивающая нуклеотид 2, 5 т. п. н.
Мутация 3 — точковая миссенс-мутация, затрагивающая нуклеотид 2,6 т. п. н. Эта мутация устранила сайт разрезания ДНК ферментом Eco R.
Мутация 4 вызвала делецию участка от 2, 0 до 2, 5 т. п. н.
Затем каждая из мутаций изучалась тремя различными методами:
1. Саузерн-блот-гибридизацией. Для этого геномную ДНК каждого мутанта обрабатывали рестриктазой Eco RI, проводили электрофорети​ческое разделение и денатурацию фрагментов, переносили на нитроцел​люлозный фильтр и гибридизовали с меченой пробой ДНК размером 4,8 т. п. н. Ват Н1 фрагмента гена Q:
2. Норзен-блот-гибридизацисй. Для этого РНК из клеток каждого мутанта подвергали электрофоретическому разделению, переносили на нитроцеллюлозный фильтр и обрабатывали меченой пробой ДНК разме​ром 4,8 т. п. н. Ват Н1 фрагмента гена (?;
3. Вестерн-блот-гибридизацией. Для этого белки из клеток каждого мутантного штамма подвергали электрофоретическому разделению и обрабатывали меченой пробой анти-<2-антител.
Задача. Изобразите графически результаты гибридизации с приме​нением трех методов для штамма дикого типа и для каждого мутан га от​дельно. Для образца используйте рис. 15 (см. стр. 27).
Задание 2. ИДЕНТИФИКАЦИЯ ГЕНОВ,
КОНТРОЛИРУЮЩИХ СИНТЕЗ ПИГМЕНТА
У РАСТЕНИЙ
Для идентификации генов, связанных с синтезом пигмента у рас​тений, был использован метод Саузерн-блот-гибридизации. Исполь​зовали растения генотипа ЕВ, у которых цветки окрашены в красный цвет, генотипа Ег с цветками, окрашенными в розовый цвет и геноти​па гг с белыми цветками. Рестрикционная карта гена И представ​лена на рис. 14.
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На первом этапе работы выделяли геномную ДНК из всех трех ва​риантов растений (RR, Rr и гг), затем каждую пробу обрабатывали рест- риктазами: Eco R1 (вариант 1), Hind III (вариант 2) и Eco Rl + Hind III (вариант 3). Полученные образцы подвергали электрофоретическому разделению и затем переносили на нитроцеллюлозный фильтр по из​вестной методике. В качестве пробы для выявления искомых фрагмен​тов ДНК использовали меченную к ДНК R гена. Результаты радиоауто- графического анализа представлены на рис. 15.

Задача. Предположим, что при постановке эксперимента был по​очередно исключен каждый из перечисленных ниже этапов:
A. Обработка ДНК растений рсстриктазами.
Б. Электрофоретическое разделение фрагментов ДНК.
B. Денатурация ДНК щелочью.
Г. Капиллярный перенос фрагментов ДНК.
Д. Стабилизация фрагментов ДНК на нитроцеллюлозном фильтре. Е. Добавление ДНК-пробы.
Ж. Промывание нитроцеллюлозного фильгра водой на заключи​тельном этапе.
Определите, как изменился бы вид радиоаутограмм в трех вариан​тах опыта (растений Ю1-, Кг- и гг-генотипа) при постановке эксперимен​тов с модификациями от А до Ж.

Раздел 3. РЕПЛИКАЦИЯ ДНК И ЕЕ МЕХАНИЗМ
Вопросы и задачи
1. Культуру бактерий Е. coli выращивали в течение длительного времени на среде, содержащей азот I5N. Затем клетки перенесли на среду с 14N, где нарас'1 или их в течение одной генерации.
1. А. Как распределится азот 15N и 14N в ДНК, если учесть, что ре​пликация происходит:
а)
по консервативному типу;
б)
по полуконсервативному типу;
в)
дисперсно.
2. Как распределится метка после выращивания бактерий на сре​де с легким азотом l4N после двух генераций при предположе​нии, что репликация происходит по:
а)
консервативному типу;
б)
полуконсервативному типу;
в)
дисперсно.
2. Фермент ДНК-полимеразы I принимает участие в репликации ДНК.
1. Имеет ли этот фермент иную активность, кроме ДНК-полиме- разной?
2. Как работает этот фермент in vivo?
3. Важна ли активность ДНК-полимеразы I для клеток Е. colil Почему?
3. Как называется фермент, ответственный за синтез ДНК как при репликации, так и при репарации?
4. У бактерий E.coli вновь синтезированная Д1К кратковременно обнаруживается в виде фрагментов длиной 1000 - 2 000 нуклеотидов. Какое они имеют название?
5. Для запуска синтеза ДНК с участием ДНК-полимеразы III в отли​чие от синтеза РНК с помощью РНК-полимеразы совершенно необходи​мо определенное строение молекулы ДНК. Какое?
6. Если ДНК-полимераза в процессе синтеза ДНК ошибочно при​соединит неправильный нуклеотид к З'-концу, ее отдельный каталитиче​ски активный домен удалит неподходящее основание. Как называется эта активность ДНК-полимеразы и в каком направлении она работает (3' —» 5', или наоборот)?
7. Расплетение двойной спирали ДНК в зоне репликативной вилки катализируется ферментом, использующим для направленного движения по ДНК энергию гидролиза АТФ. Как называется этот фермент?
8. Для бактерий и некоторых вирусов, инфицирующих эукариоти​ческие клетки, было показано, что репликационные глазки образуются в тех участках молекулы ДНК, где находятся специальные последователь​ности. Как они называются?
9. Укажите, верно ли утверждение, что у Е. coli репликативная вил​ка продвигается вперед со скоростью 500 - 1000 пар нуклеотидов (п. н.) в секунду, а цепи ДНК перед вилкой вращаются с круговой скоростью почти 3000 об/мин.
10. Укажите, верно ли утверждение, что при утрате ДНК-полимера- зой (3'—»5^ экзонуклеазной активности клетками Е. coli должна умень​шиться скорость синтеза ДНК, по не его точность.
11. Укажите, верно ли утверждение, что в клетках дрожжей, мутант​ных по гопоизомеразе Н, ДНК может реплицироваться, но хромосомы не могут разделяться в процессе митоза.
ТЕСТЫ
•у
12. Самая большая хромосома D. melanogaster имеет 6,5 х 10 пар нуклеотидов (п. н.). Скорость репликации ДНК у дрозофилы 2 600 п. н. в минуту при 25 °С. В период активного роста дрозофилы ее хромосомы могут удваиваться практически через каждые 5—7 ч. Почему?
A. Скорость репликации ДНК в клетках дрозофилы на самом деле гораздо выше и равна 2,1 х 105п. н. в секунду.
Б. В период активного роста у дрозофилы нарушен клеточный цикл. Репликация хромосом идет практически непрерывно.
B. Каждая молекула ДНК в хромосоме дрозофилы имеет более 2000 точек ог/^ш-репликации.
Г. С такой скоростью образуются только политепные хромосомы.
Д. Хромосомы в активно делящихся клетках дрозофилы реплици​руются через 10-12 дней.
13. Культуру бактерий Е. coli вырастили в течение длительного времени на среде, содержащей азот l5N. Затем клетки перенесли на среду с I4N, где они находились в течение одной генерации. После этого клет​ки вновь поместили на среду с ,5N, на время, соответствующее одной ге​нерации. Затем из бактерий выделили ДНК, подвергли центрифугирова​нию в градиенте плотности CsCl и проанализировали распределение ра​диоактивной метки (рис. 15). Какую картину можно увидеть при анализе полученного препарата?
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Рис. 15. Распределение радиоактивной метки после центрифугирования проб ДНК в градиенте CsCl
14. Систему синтеза ДНК in vitro использовали для изучения репли​кации вирусного генома, представленного двухнитчатой кольцевой мо​лекулой ДНК. Локализация сайтов рестрикции МЪо1 представлена на рис. 16.
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Рис. 16. Рестрикционная карта кольцевого генома вируса
Репликацию осуществляли, используя в качестве матрицы вирус​ную ДНК, экстракты инфицированных клеток в качестве источника ферментов, а также нуклеотидтрифосфаты (дГТФ, дЦТФ, дАТФ, дТТФ и АТФ), меченные ЛР. После этого продукты реакции, обработанные ре- стриктазой МЬо1, подвергли электрофоретическому разделению и визуа​лизировали с помощью радиоаутографии (рис. 17, колонка 1). Анало​гичная реакция проводилась в присутствии насыщающей концентрации немеченого 2',3-дидезоксиГТФ (ддГТФ) (рис. 17, колонки 2-4).
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Рис. 17. Электрофореграмма М£»о/-фрагментов, полученных после репликации вирусного генома в присутствии меченых дезоксирибонуклеотидов (колонка 1), а также при насыщающей концентрации немеченого ддГТФ (колонки 2-4)
Судя по результатам рис. 17, точка оп#ш-решшкации находится на фрагменте:
А. А
В. С
Д. Е
Б . В
Г. Б
15. Пользуясь информацией вопроса 14, определите, каков меха​низм репликации вирусного генома.
I
И
A.  Двунаправленная репликация.
А. Консервативная.
Б. Однонаправленная репликация.
Б. Полуконсервативная.
B. Репликация по типу катящегося кольца. В. Определить невозможно.
Г. Определить невозможно.
Задание 1. РЕПЛИКАЦИЯ ДНК У БАКТЕРИЙ
Использование градиента плотности хлорида цезия при ультрацен​трифугировании позволяет достаточно хорошо разделить даже такие вещества, плотности которых весьма близки. Этот методический прием использовали для разделения ДНК, меченной А75, и ДНК, содержащей обычный изотоп азота {,4Щ.
Культуру клеток Е. соН равномерно метили 15Ы, выращивая клетки в течение 14 генераций на среде с 75АЯ#С/. Затем эту среду заменяли сре​дой, содержащей ,4ЕН4С1. При центрифугировании в градиенте плотно​сти ДНК, выделенной из клеток, взятых с радиоактивной среды, обна​руживался гомогенный пик ДНК, по плотности соответствующий ме​ченной 15N ДНК.
После переноса на среду' с 14N брали пробы клеюк, выделяли из них ДНК и анализировали ее в градиенте плотности. При этом обнаруживали 3 пика ДНК с различной плотностью. Первый соответствовал меченой ДНК; второй - немеченой, а третий являлся промежуточным между пер​выми двумя. Относительное содержание этих трех ДНК изменялось в зависимости о г времени, прошедшего после переноса клеток на среду с 14М, как это показано в табл. 13. Среднее время генерации клетокЕ. соН в условиях опыта было равно 40 мин.
Таблица 13
Анализ в градиенте плот ности ДНК, выделенной из клеток Е. coli после перевода бактерий с 15N- на ,4Л-еодержащую среду
	Время,
мин
	% о г общего количества ДНК

	
	легкой
^Л^-фракцил
	промежуточной фракции, % общей ДНК
	тяжелой
'V-фракшш

	0
	0
	0
	100

	13
	0
	31
	69

	20
	0
	48
	52

	28
	0
	70
	30

	44
	2
	98
	0

	61
	27
	73
	0

	80
	50
	50
	0

	100
	61
	38
	0

	120
	78
	23
	0

	160
	88
	12
	0


Вопрос. Какие выводы можно сделать из представленных в табл. 13 результатов?
Задание 2. РЕПЛИКАЦИЯ ДИК
У ЭУКАРИОТИЧЕСКИХ МИКРООРГАНИЗМОВ
При исследовании репликации ДНК эукариотических микроорга​низмов были получены следующие результаты.
Эксперимент 1. Культуры микроорганизмов выращивали в течение нескольких генераций на среде, все азотистые соединения которой со​держали либо обычный азот (14Ы) (I), либо его изотоп (/5Д0 (II). В конце инкубационного периода клетки собирали и выделяли из них ДНК. Примесь РНК удаляли с помощью РНК-азы, после чего препараты ДНК из каждой культуры разделяли на две части. Их смешивали с раствора​ми хлорида цезия (конечная плотность 1,700 г/мл) при pH 7,0 или 12,0 и центрифугировали при 100 000 об/мин в течение 48 ч при 20 °С. Содер​жимое всех четырех пробирок использовали для определения плотности ДНК в пиках. Результаты опыта приведены в табл. 14.
Таблица 14
Содержание ;4Л7- и І5Л7-ДНК в исследуемом микроорганизме
	
	Условия выращива-
	ас/, pH 7,0
	СтС/, pH 12,0

	№
	НИХ
	Плотность
	% от обшей
	Плотность
	% от общей

	
	клеток
	ДНК, г/мл
	ДНК
	ДНК, г/мл
	ДНК

	1
	Клетки, растущие
	1,713*
	90
	1,731
	90

	
	па среде с /4А
	1,70 Г*
	10
	1,715
	10

	тт
	Клетки, растущие
	1,729’
	90
	1,746
	90

	
	на среде с 15М
	1,715”
	10
	1,729
	10


- «основной» компонент; «минорный» компонент
Затем клегки, выращенные на среде, содержащей только азот 15И, переносили на среду с 14N и продолжали инкубацию. Через определен​ный промежуток времени брали пробы клеток, выделяли из них ДНК, очищали от примесей и анализировали в градиенте плотности хлористо​го цезия. Результаты этого эксперимента приведены в табл. 15.
Таблица 15
Анализ ДНК в градиенте плотности Су С/
	Время после переноса, ч
	pH 7,0
	pH 12

	
	Плотность ДНК, г/мл
	% от общей ДНК
	Плотность ДНК, г/мл
	% от общей ДНК

	2
	1,729
	30
	1,746
	60

	
	1,721
	60
	1,731
	30

	
	1,715
	10
	1,729
	10

	4
	1,721
	90
	1,746
	45


	Время после переноса, ч
	pH 7,0
	pH 12

	
	Плотность ДНК, г/мл
	% от обшей ДНК
	Плотность ДНК, г/мл
	% от обшей ДНК

	4
	1,715
	10
	1,731
	45

	
	
	
	1,729
	10

	6
	1,721
	60
	1,746
	30

	
	1,713
	30
	1,731
	60

	
	1,715
	10
	1,729
	10

	8
	1,721
	45
	1,746
	22

	
	1,713
	45
	1,731
	68

	
	1,715
	10
	1,729
	10

	10
	1,721
	30
	1,746
	15

	
	1,713
	60
	1,731
	75

	
	1,715
	3
	1,729
	7

	
	1,708
	7
	1,715
	3

	12
	1,721
	22
	1,746
	11

	
	1,713
	68
	1,731
	79

	
	1,708
	10
	1,729
	5

	
	
	
	1,715
	5

	14
	1,721
	15
	1,746
	8

	
	1,713
	75
	1,731
	82

	
	1,708
	7
	1,729
	3

	
	1,701
	3
	1,715
	7

	16
	1,721
	11
	1,746
	6

	
	1,713
	79
	1,731
	84

	
	1,708
	5
	1,729
	2,5

	
	1,701
	5
	1,715
	7,5


у л
Часть клеток, выращенных на среде с И, собирали, промывали средой, разрушали, после чего из гомогената методом дифференциаль​ного центрифугирования выделяли субклеточные фракции. Из каждой фракции выделяли ДНК и анализировали ее в градиенте плотности хло​ристого цезия (табл. 16).
Таблица 16
Анализ ДНК из субклеточных фракций в градиенте плотности CsCl
	Фракция
	СЗС1, pH 7,0
	CsCl, pH 12,0

	
	Плотность ДНК, г/мл
	% от общей ДНК
	Плотность ДНК, г/мл
	% от общей ДНК

	Ядра
	1,713
	90
	1,731
	90

	Митохондрии
	1,701
	10
	1,715
	10

	
	1,713
	следы
	1,731
	следы


Вопрос 1. Является ли анализируемая ДНК двухцепочечной? Дайте пояснение ответа.
Вопрос 2. Какова продолжительность цикла репликации «основно​го» и «минорного» компонентов ДНК, а также место их локализации в клетках анализируемого организма?
Эксперимент 2. Ядерную и митохондриальную ДНК после цен​трифугирования в С&С1 очищали от примесей и использовали в качестве матриц для синтеза РНК (ядерной и митохондриальной соответственно) из ' "Р-нуклеозидтрифосфатов с помощью PH К-полимеразы. РНК, синте​зированную на каждой матрице, освобождали от ДНК и подвергали очи​стке. Препарат ядерной ДНК денатурировали при 100 °С в течение 5 мин. После бьістрої о охлаждения раствор ДНК фильтровали через нитроцеллюлозные фильтры. Концентрацию ДНК подбирали таким об​разом. чтобы каждь й мембранный фильтр связывал 10 мкг ДНК. Затем фильтры с иммобилизованной на них ДНК гибридизовали в течение но- чи с различными количествами Р-РНК, после чего обрабатывали РНК- азой, промывали, высушивали и измеряли радиоактивность (табл. 17).
Таблица 17
Гибридизация 32Р-РНК с ДНК, выделенной из микроорганизма
	Количество добавленной '-Д-РНК, мкг
	Радиоактивность связанной РНК, имп/мип

	
	ядерной
	митохондриальной

	а) «Ядерная» фракция1
	
	

	0
	10
	10

	1
	500
	75

	2
	1050
	110

	3
	1200
	120

	5
	2100
	50

	10
	4000
	80

	15
	4900
	60

	20
	5000
	120

	25
	4950
	110

	б) «Митохондриальная» фракция^
	
	

	1
	50
	1100

	2
	100
	2000

	3
	200
	2500

	5
	250
	4050

	10
	300
	7950

	15
	500
	10 000

	20
	500
	9750

	25
	520
	10 050


1 Удельная радиоактивность «ядерной» РНК 100 имп/мин/мкг РНК.
2 Удельная радиоактивность «митохондриальной» РНК 2000 имп/мин/мкг РНК
В последующих опытах содержащие ДНК мембранные фильтры гибридизовали с 20 мкг Р-РНК в присутствии различных количеств немеченой РНК, выделенной из цитоплазматической фракции клеток после удаления из нее митохондрий. После инкубации в течение ночи фильтры обрабатывали РНК-азой, промывали, высушивали и измеряли радиоактивность (табл. 18).
Таблица 18
Гибридизации 32Р-РНК с ДНК в присутствии немеченой цитоплазматической Р1ГК
	Количество цитоплазма​тической немеченой РНК, мкг
	Радиоактивность связанной РНК, имп/мин

	
	Мембранные фильтры, содер​жащие ядерную ДНК, инкуби​ровали с «ядерной» ?2/Ч’НК и цитоплазматической РНК
	Мембранные фильтры, содержащие мито​хондриальную ДНК, инкубировали с «мито​хондриальной» 32Р-РНК и цитоплазма гиче- ской РНК

	0
	5050
	1050

	1
	4950
	1100

	5
	3200
	1000

	10
	2000
	950

	15
	1450
	975

	20
	1250
	1000

	25
	1100
	1050


Задача 1. Метод гибридизации можно использовать для качествен​ной и количественной оценки сходства молекул нуклеиновых кислот. Используя результаты табл. 17, постройте график зависимости радиоак​тивности связавшейся РНК (имп/мин)(ось ординат) от количества добав​ленной меченой РНК (мкг) (ось абсцисс) отдельно для эксперимента с «ядерной» и «митохондриальной» РНК.
При каких концентрациях Р-РНК достигается насыщение уровня ДНК-РНК гибридизации?
Из кривых насыщения для РНК вычислите количество РНК, свя​завшейся с данным количеством ДНК для каждого случая. Определите, вся ли молекула ДНК используется в качестве матрицы для синтеза РНК с помощью РНК-гюлимеразы.
Задача 2. Используя результаты табл. 18, постройте график зави​симости радиоактивности связавшейся 52Р-РНК (имп/мин) (ось ор​динат) от количества добавленной немеченой цитоплазматической РНК (мкг/мл) (ось абсцисс) отдельно для эксперимента с «ядерной» и «митохондриальной» РНК. Объясните, как влияет присутствие не​меченой цитоплазматической РНК на включение радиоактивной метки в ДНК-РНК гибрид и установите причину наблюдаемого яв​ления.
Задание 3. СИНТЕЗ ДНК В КУЛЬТУРЕ КЛЕТОК
Суспензию культуры клеток инкубировали при 37 °С в течение 30 мин с 1 мкКи 37/-тимидина (10‘6 моль/л). Затем клетки центрифугиро​вали, ресуспендировали в среде с немеченым тимидином (КГ5 моль/л) и продолжали инкубацию при 37 °С. Через определенные интервалы вре​мени отбирали пробы для подсчета числа клеток и определения числа меченых митотических клеток с помощью радиоаутографии (табл. 19).
Таблица 19
Рост клеток и деление ядер н тканевой культуре
	Время,
час
	Число клеток в 1 мл
	На 104
	клеток

	
	
	Число клеток, находящихся в мигозс
	Число меченых митотических клеток

	0
	125x1О3
	450
	5

	1
	
	475
	71

	2
	
	460
	390

	3
	
	480
	480

	4
	145x10Э
	450
	447

	5
	
	490
	488

	6
	
	500
	495

	7
	
	465
	465

	8
	170x1О3
	480
	460

	9
	
	460
	300

	10
	
	450
	150

	11
	
	480
	50

	12
	190х103
	460
	10

	14
	
	470
	5

	16
	220х103
	480
	8

	18
	
	490
	50

	20
	240x1О3
	500
	400

	22
	
	460
	460

	24
	290x1О3
	490
	485

	26
	
	480
	480

	28
	ЗЗОхЮ3
	460
	160

	30
	
	475
	5

	32
	З70х103
	
	

	36
	440х103
	
	

	40
	500х103
	
	

	44
	560x1О3
	
	

	48
	650x1О3
	
	

	52
	750х103
	
	

	56
	880x1О3
	
	

	60
	1060x1О3
	
	


Вопрос 1. Какие выводы вы можете сделать о продолжительности митотического цикла клеток?
Вопрос 2. Отличается ли время деления клеток, полученное на ос​новании анализа кривой роста, от времени появления меченых митоти​ческих клеток?
Задание 4. РАЗМНОЖЕНИЕ ВИРУСОВ
Из животных клеток были выделены три различных вируса. Геном каждого из них представлен одноцепочечной РНК. Чтобы охарактеризо​вать их, было использовано два теста. Во-первых, определена РНК этих вирусов и их способность служить в качестве матрицы для синтеза белка в бесклеточной системе in vitro. Во-вторых, вы измеряете активность их эндогенных полимераз после разрушения мягким способом интактных вирусных частиц и инкубации с радиоактивными рибонуклеозидтри- фосфатами (чтобы выявить их способность к синтезу РНК), а также с ра​диоактивными дсзорибонуклеозидтрифосфатами (чтобы определить их способность к синтезу ДНК). Результаты этого исследования представ​лены в табл. 20. Попробуйте на основании полученных результатов оп​ределить жизненный цикл вирусов и назовите какие-либо известные ви​русы с такими же циклами развития.
Таблица 20
Характеристика исследуемых видов
	Номер вируса
	Синтез
белка
	Эндогенная полимераза РНК ДНК

	Вирус 1
	-
	+

	Вирус 2
	+
	— —

	Вирус 3
	+
	+


Раздел 4. ТРАНСКРИПЦИЯ, ТРАНСЛЯЦИЯ
И ГЕНЕТИЧЕСКИЙ КОД
Вопросы и задачи
1. В лаборатории группа исследователей занималась изучением биосинтеза белка in vitro. Для этого они использовали в качестве матри​цы полирибонукпеотид мРНК следующего вида:
3' - ЛУГ ГУЛ УАГ УАГ ГГУ УАЦ ГУА - 5'.
В белоксинтезирующую систему также входят: ионы Mg2+ (10 ммоль/л), 705 рибосомы, белковые факторы трансляции, ГТФ и 7 видов амипоацилированных тРНК:
1. тРНК/&
2. тРНК^
3. тРНК™
4. тРНКг,?
5. тРНК7^
6. TPHKGfy
7. тРНК"*.
Какой полипептид будет считываться с этой мРНК?
2. Имеется молекула ДНК следующего вида:
1
23
4
5
67
8
9
10
11
А. ТАЦ АТГ АТЦ ATT ТЦА ТГА ААТ ТТЦ ТАГ ЦАТ ГТА Б. АТГ ТАЦ ТАГ ТАА АГТ АЦТ ТТА ААГ АТЦ ГТА ЦАТ, где цифрами условно обозначен порядок триплетов, а буквами А и Б от​дельные нити молекулы ДНК. Известно, что эта ДНК обеспечивает син​тез полипептида, состоящего из 5 аминокислот. Какая нить ДНК, с како​го кодона и в каком направлении должна транскрибироваться?
3. Если полирибонуклеотид содержит одинаковое количество аде- ншюв и урацилов (их расположение случайное), какая часть триплетов будет кодировать:
1. Фенилаланин (Phe). 3. Лейцин (Leu).
2. Изолейцин (Не).
4. Тирозин (Туг).
4. Какие нуклеотиды и в каком соотношении необходимо использо​вать для синтеза мРНК с помощью микрококковой РНК-полимеразы, чтобы транслируемый с нее полипептид включал аминокислоты His и Lys в соотношении 1 : 1 и не содержал аминокислоту Су s?
5. Один из полипептидов бактерий Е. coli состоит из 169 аминокис​лот. Последовательность аминокислот от 161 до 165 (в N-конце пептида) соответствует:
161
162
163
164
165
Tip
His
Met
Glu
Tyr
Затем в участке гена, соответствующего этой последовательности, произошла мутация, в результате которой длина полипептида стала рав​на 165 аминокислотам, а последовательность аминокислот от 161 до 165 поменялась на следующую:
161
162
163
164
165
Trp
Thr
Tyr
Gly
Val
Внимание! Мутация затрагивала только один нуклеотид. Составьте таблицу по представленному образцу (табл. 21) и впишите в нее кодоны мРНК, соответствующие аминокислотам от 161 до 165 для клеток дико​го типа и соответственно мутантных. Для каждой из аминокислот при​меним только один тип кодона.
Таблица 21
Колоны мРНК на участке, соответствующем аминокислотам от 161 ло 165
	Номер аминокислоты
	161
	162
	163
	164
	165

	Дикий ТИП
	
	
	
	
	

	Мутант
	
	
	
	
	


1. Какова природа мутации?
2. Какой нуклеотид находится на мРНК после 165 кодона?
6. Одна из нитей двойной спирали ДИК имеет последовательность
5' - ГТЦАТГАЦ - 3'.
Какова будет последовательность нуклеотидов в комплементарной цепи?
7. Ниже представлена схема двухнитчатой ДНК (нити 1 и 2) и ее транскрипта (нить 3).
Нить 1 является некодирующей. Определите 3' и 5'-концы обеих нитей ДНК и РНК.
8. Какой транскрипт мРНК будет считываться с представленной ниже молекулы ДНК?
5" - ТГЦАГАДА - У'
З'-АЦГТЦТГТ- 5"
9. Какой вид будет иметь ДНК, если известен ее транскрипт:
5'-ЦУГАУ-3'.
10. Одна из цепей молекулы ДНК имеет следующий вид:
5' - ГТАГТГТТТАТПТАТАГГ - 3'.
С этой молекулы ДНК транскрибируется мРНК, причем матрицей служит комплементарная цепь. Ответьте на следующие вопросы:
1. Какова будет последовательность мРНК?
2. Какой пептид будет синтезироваться, если трансляция мРНК начинается точно с 5'-конца этой мРНК? (Допустим, что стар​товый кодон в данном случае не требуется).
3. Когда от рибосомы отделяется тРНКА/а, какая тРШС будет сле​дующей?
11. Составьте таблицу по представленному образцу (табл. 22), заполните ее и укажите правильно 5' и З'-концы для молекулы ДНК, мРНК и тРНК.
Таблица 22
Строение участка ДНК и соответствующие ему мРНК, тРНК и белок
	ц
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	Двухнитчатая
ДНК

	
	
	
	
	
	
	Т
	Г
	А
	
	
	
	

	
	ц
	А
	
	
	
	У
	
	
	
	
	
	мРНК

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	I
	Ц
	А
	Антикодон тРНК

	
	Триптофан
	
	
	Аминокислота, вклю​чающаяся в белок


12. У эукариотических организмов большая часть мРНК, синтези​рованная в ядре, подвергается трем модификациям до выхода из ядра в цитоплазму:
1. Присоединение к 5'-концу мРНК 7-метилгуанозина.
2. Присоединение к 3'-концу полиА - хвоста.
3. Сплайсинг.
Какие из перечисленных выше процессов обеспечивают защиту мРНК от разрушения нуклеазами?
13. Вы синтезировали три различные мРНК со случайным располо​жением нуклеотидов в следующих пропорциях:
1) . 1У : 51Д.
2) 1А: 1Ц:4У.
3) 1А : 1Ц : 1Г : 1У.
Определите, какие аминокислоты и в какой пропорции будут вклю​чаться в белок при их трансляции in vitro.
14. В систему синтеза белка in vitro была добавлена мРНК следую​щего состава:
5' - АУГ УГУ УГУ УГУ - 3',
рибосомы, необходимые белковые факторы, ГТФ и два типа тРНК (тРНК^* и тРИКг>5 соответственно). В результате был синтезирован по​липептид NH2 - Met - Cys - Cys - Cys - COOH. Затем эксперимент был изменен следующим образом: тР1ПСс^ была обработана раствором соли никеля гак, что весь нистеин в составе тРНКс>* превратился в аланин. Эта модифицированная тРНК, несущая вместо цистеина аналин, была добавлена в систему биосинтеза белка вместо прежней TPHKc>i. Какие результаты ожидается получить в этом случае?
15. Мутация в гене, кодирующем синтез тРНК, привела к появле​нию мутантного типа (табл. 23). Затем были получены три типа ревер- тантов к нормальному фенотипу.
Для каждого случая установите причину реверсии.
Таблица 23
Последовательность нуклеотидов в тРНК у бактерий дикої о типа и мутантов
	Тип
	тРНК-последовательностъ 1 8
66 77

	Дикий тип
	ГЦАГУЦАГ
ГУГУЦУГЦУЦЦА

	Мутант
	ГЦАЦУЦАГ
IУ ГУЦУ ГЦУЦЦА

	Ревертант 1
	ГЦАЦУЦАГ
ГУГУГУТЦУЦЦА

	Ревертант 2
	ГЦАГУЦАГ
ГУГУЦУГЦУЦЦА

	Ревертант 3
	ГЦАДУЦАГ
ГУГАЦУГЦУЦЦА


16. Используя таблицу генетического кода, определите, как изме​нится последовательность аминокислот в белке, если к 3'-концу мРНК добавить урацил? (Пусть для начала трансляции не нужен кодон АУГ.)
5' - ЦАГ У ЦТ ГАА ЦЦА ЦГА ГАУ ААГ ЦАУ - 3'.
Как изменится последовательность аминокислот в белке, если к 5'-концу мРНК добавить аденин?
17. Участок гена транскрибируется в мРНК следующего вида:
5' - ААГ ЦАА ЦЦА УУА ГУА АУГ ААГ ЦАА 1ЩЦ - 3'.
Какие изменения произойдут в транслируемом с этой мРНК поли​пептиде, если перед транскрипцией в смысловой цепи ДНК между шес​тым и седьмым кодоном появилась вставка (Т)?
18. Участок гена транскрибируется в мРНК следующего вида:
5' - УАА ЦАА АГА АДА ААА - 3'.
Какие изменения произойдут в транслируемом с этой мРНК полипептиде, если перед транскрипцией в кодирующей нити ДНК между 10 и 11 нуклеотидами включился цитозин, между 13 и 14 нуклеотидами гуанин, а в конце добавился тимин?
19. Участок гена, кодирующего полипептид, транскрибируется в мРНК следующего вида:
5' - ГАА ЦГА УУЦ ГГЦ ЦАГ- 3'.
Какие изменения произойдут в транслируемом с этой мРНК полипептиде, если в ДНК произошла инверсия участка, соответствующего 2—7 нуклеотиду?
20. Добавление одного нуклеотида и удаление нуклеотида в поло​жении 15 на ДНК вызывает следующие изменения в кодируемом белке:
было: - Lys - Ser — Pro Ser Leu - Asn - Ala - Ala - Lys -
стало: - Lys - Val - His - His - Leu - Met - Ala - Ala - Lys -
Ответьте на вопросы:
1. Какова была нуклеотидная последовательность старой и но​вой мРНК?
21. Какой нуклеотид был добавлен и какой соответственно удален?
22. Используя таблицу генетического кода, ответьте на следующие вопросы:
1. Определите аминокислотную последовательность маленького пептида, который считывается с представленной ниже мРНК:
5' -АУГ УУЦ ААГ АУГ ГУТ АЦУ УГГ УАА АУЦ - 3'.
2. Какова будет аминокислотная последовательность полипеп​тида, если первый нуклеотид Г заменить на Ц, учитывая, что только кодон АУГ является инициирующим?
3. Какова будет аминокислотная последовательность полипеп​тида, если первый нуклеотид Ц заменить на У?
4. Какова будет последовательность полипептида, если первый нуклеотид Ц заменить на Г?
5. Если последний нуклеотид Г заменить на А?
23. Вы выделили из культуры бактерий антибиотик эдеин. Он инги​бирует синтез белка, но не затрагивает ни синтеза ДНК, ни синтеза РНК. При добавлении эдеина к лизату ретикулоцитов синтез белка прекраща​ется спустя некоторое время, как показано на рис. 18.
Анализ лизата после ингибирования эдеином, проведенный мето​дом центрифугирования в градиенте плотности сахарозы, показал, что после остановки синтеза белка в лизате не остается 805 рибосом. В лиза​те находились лишь 405 субчастицы и тРНК.
1. Какой этап в синтезе белка ингибирует эдеин?
2. Почему синтез белка прекращается не сразу после добавле​ния эдеина?
3. От чего зависит длительность этой задержки?
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Рис. 18. Динамика синтеза белка после добавления эдеина
24. Участок гена, кодирующего полипептид, транскрибируется в мРНК следующего вида:
5' - ААА ГУУ ААА ЦУГ ААА ГГЦ - 3'.
Какие изменения будут наблюдаться в полипептиде, если произош​ло выпадение 5 и 9-го нуклеотидов в смысловой нити ДНК?
ТЕСТЫ
25. Какие из нижеперечисленных клеточных органелл непосредст​венно участвуют в процессе трансляции?
1. Ядро.
2. Митохондрии.
3. Шероховатая эндоплазматическая сегь.
4. Ядрышки.
5. Рибосомы.
6. Мезосомы.
7. Хлоропласты.
8. тРНК.
9. мРНК.
10. Белковые факторы.
Найдите правильный ответ.
A. 1,5, 8, 9.
Б. 2,6, 7, 10.
B. 2,3, 5,7.
Г. 2,4,7, 8,9.
Д. 1,3, 5, 7.
26. Один из кодонов в мРНК кодирует аминокислоту лизин. В ре​зультате мутации в этом кодоне произошла замена одного из нуклеоти​дов таким образом, что вместо лизина триплет стал кодировать другую аминокислоту. Ниже представлены различные варианты такой замены (табл. 24). Найдите правильный ответ.
Таблица 24
Варианты замены нуклеотида в результате мутации
	
	Кодируемая триплетом аминокислота после замены нуклеотида
	Нуклеотид в мРНК, который был заменен н результате мутации

	А
	Аспарагиновая
	Аденин

	Б
	Аспарагиновая
	Тимин

	В
	Метионин
	Аденин

	Г
	Метионин
	Тимин


27. Был осуществлен синтез белка in vitro. Для этого в качестве мат​рицы был использован нолирибонуклеотид, состоящий из У и Ц в соот​ношении 1 : 5 (расположение У и Ц случайное). Какие аминокислоты и в каком соотношении будут находиться в составе белка?
A. 1 Phe : 5Pro : 3Leu.
Б. \Leu : 1 Pro : 1 Ser: 1 Phe.
B. I Phe : 5Ser: 5Pro : 5Leu.
Г. 1 Phe : 25Pro : 5Ser: 5Leu.
Д. 5Leu : 5Pro.
28. Где происходит синтез мРНК, которая транслируется 805 рибо​сомами у инфузорий?
A. В макронуклеусс.
Б. В микронуклеусе.
B. В макронуклеусе и микронуклеусе.
Г. В макронуклеусе, микронуклеусе и митохондриях.
Д. В микронуклеусе и митохондриях.
29. Определите, какие источники энергии используются на опреде​ленных этапах биосинтеза белка:
1. При образовании пептидной связи.
2. При посадке 4051 субчастицы рибосомы на мРНК.
3. При образовании комплекса тРНКм<*+ мРНК + рибосома.
4. При перемещении рибосомы вдоль мРНК на один кодон вперед.
5. При отделении полипептида о* рибосомы.
6. При посадке следующей, нагруженной тРНК в А-центр рибосомы.
7. При аминоацилировании тРНК.
A. Используется энергия Д/л-.
Б. Используется энергия АТФ.
B. Используется энергия субстратов.
Г. Процессы идут без затраты энергии.
Д. Используется энергия ГТФ.
Укажите правильные сочетания цифр и букв.
30. Ниже перечислены различные матричные процессы с участием ДНК, РНК и белка:
1. ДНК —РНК.
2. ДНК — белок.
3. РНК—ДНК.
4. ДНК —ДНК.
5. РНК—белок.
6. Белок—ДНК.
7. Белок—РНК.
Какие из перечисленных процессов верны? Найдите правильное со​четание ответов.
A. Только 1 и 4.
Б. 1,3, 4, 5.
B. Все, кроме 6 и 7.
Г. 1,3, 5, 6, 7.
Д. Только 3 и 4.
31. Имеется мРНК следующего строения:
5-АГУ АЦГ ГЦУ-3'.
Эта мРНК кодирует пептид Бег-Ткг-А1а. Толковая мутация в ДНК привела к изменению аминокислот в полипептиде на А^-Туг- ау. Определите тип мутации.
A. Замена первого кодона на АУГ.
Б. Деления У во втором положении.
B. Вставка А или Г между вторым и третьим нуклеотидом.
Г. Замена У на А во втором положении.
Д. Замена У на Г во втором положении.
32. Молекула мРНК имеет длину 336 нуклеотидов, включая инициирующий и терминирующий кодоны. Число аминокислот, считываемых с данной мРНК, будет следующим:
A.  999.
Г. 111.
Б. 630.
Д. 110.
B. 330.
33. Одна нить молекулы ДНК, выделенной из бактерий Е. coli, име​ет последовательность 5' - ГТАГЦЦТАЦЦЦАТАГГ - 3". Допустим, что с этой молекулы транскрибируется мРНК, причем матрицей служит ком​плементарная цепь.
1. Какова будет последовательность этой мРНК?
A. У - ЦАУЦГГАУГПУАУЦЦ - 5'.
Б. 5' - ГУАГЦЦУАЦЦЦАУAIT - 3'.
B. 5' - ГГАУАЩЩАУ1ЩГАУГ - 3'.
Г. 5' - ЦАЦАГАУАНДЦАГАУГ - 3'.
2. Какой пептид будет синтезироваться, если его трансляция начи​нается точно с 5 "-конца этой мРНК? (Допустим, что стартовый кодон в данном случае не требуется.)
A. - Gly - Туг - Pro - Ala - Asp - Б. - His - Arg — Met - Gly - Ile -
B. — Val - Ala - Tyr — Pro -
Г. - Ilis -Arg- Tyr - Pro - Ala -
3. Когда от рибосомы отделяется тРНКА/а, какая следующая тРНК будет связываться с рибосомой?
A.  тРНКг>г.
Г. тРНКЧ
Б. тРНКРто.
Д. тРНКш
B. тРНК™.
34. Ниже приведены две различные молекулы мРНК и соответствующие им белки:
мРНК
белок

АГАГАГАГ’АГАГАГAI АГАГАГАГ
Р.

А АУГ А АУ Г А АУ Г А АУ Г ААУ Г А АУГ
Q.
Как много типов аминокислот можно обнаружить в каждом из
	этих белков:
	

	Р
	Q

	А. 1.
	4.

	Б. 1.
	3.

	В. 2.
	4.

	Г. 2.
	3.


35. В эксперименте in vitro фрагмент ДНК подвергли транскрипции, после чего определили состав полученной мРНК, а также обеих нитей молекулы ДНК. Результаты этого анализа представлены в табл. 25. Какая нить ДНК является кодирующей?
Таблица 25
Нуклеотидный состав ДНК и РНК
	
	А
	Г
	Ц
	Т
	У

	Нить ДНК 1
	19,1
	26,0
	31,0
	26,9
	0

	Нить ДНК 2
	24,2
	30,8
	25,7
	19,3
	0

	мРНК
	19,0
	25,9
	30,8
	0
	24,3


A. Нить 1.
Б. Нить 2.
B. Обе нити.
Г. Ни одна из них.
Д. Для правильного ответа представленной информации недостаточно.
36. Какой полипептид будет синтезироваться с представленной ниже мРНК, если первым в белок включается метионин?
5'- ЦЦУ ЦАУ АУГ ЦГЦ ЦАУ УАУ ААГ УГА ЦАЦ АЦА - 3'.
A. Pro— His - Met — Arg - His - Tyr - Lys - Cys - His - Thr.
Б. Met — Arg — His — Tyr — Lys — Cys — His — Thr.
B. Met - Arg - His — Tyr - Lys.
Г. Met— Pro— His — Met -Arg — His — Tyr — Lys — Cys — His — Thr. Д. Arg — His — Ser — Glu — Tyr Arg — Leu - Tyr — Ser.
37. Какой из представленных ниже праймеров может быть ис​пользован для копирования нити ДНК следующего вида:
5' - АТГЦЦТАГГТЦ - 3'?
A.  5' - АТГЦЦ.
Г. 5' - ГАЦЦТ.
Б. 5' - ТАЦГГ.
Д. 5' - ГГЦАТ.
B. 5' - ЦТГГА.

РНК-полимераза катализирует синтез РНК из рибонуклеозид- трифосфатов АТФ, УТФ, ГТФ и ЦТФ в присутствии ДНК матрицы: АТФ +- УТФ + ГТФ + ЦТФ РНК + пирофосфат.
Эту реакцию можно изучить, измеряя включение радиоактив​ного 14С-АТФ в материал, осаждаемый 5 %-ным раствором ТХУ. Бромистый этидий изменяет ход реакции.
В серии опытов были получены представленные ниже данные.
Эксперимент 1. Ряд пробирок, каждая из которых содержала УТФ, ГТФ, ЦТФ и радиоактивный }4С-АТФ (по 100 нмоль), РНК- полимеразу и 20 мкг ДНК, в конечном объеме 0,25 мл, инкубирова​ли в течение различных промежутков времени при 37°С. Затем к пробам добавляли ТХУ и измеряли радиоактивность осажденной РНК. Данные приведены в табл. 26.
Таблица 26
Синтез РНК in vitro
	Время инкубации, мин
	Радиоактивность с учетом фона, ими/мин

	0
	19

	3
	493

	6
	1061

	9
	1590

	12
	2107

	15
	2622


Задача. Постройте график зависимости активности фермента РНК-полимеразы (ось ординат) в условных единицах (имп/мин) от времени (мин) (ось абсцисс). Является ли скорость реакции посто​янной?
Эксперимент 2. В другой серии опытов изменяли только ко​личество ДНК в пробе. В параллельные пробы добавляли этидиум бромид до конечной концентрации 10‘6 моль/л. Пробы инкубирова​ли при 37 °С в течение 10 мин, добавляли ТХУ и измеряли радио​активность осажденной РНК. Данные приведены в табл. 27.
Задача 1. Постройте график зависимости активности фермента РНК-полимеразы (имп/мин) (ось ординат) от времени (мин) (ось абсцисс) и охарактеризуйте его.
Таблица 27
Влияние концентрации ДНК на синтез РНК
	Концентрация ДНК, мкг/0,25мл
	Радиоактивность с учетом фона, имп/мин

	
	без этидиум бромида
	в присутствии этидиум бромида

	1
	481
	353

	1,4
	614
	469

	2
	775
	613

	3
	976
	824

	5
	1249
	1024

	10
	1528
	1310

	20
	1750
	1663


Задача 2. Из результатов эксперимента 2 определите, достига​ется ли насыщение активности фермента при увеличении концен​трации ДНК.
Задание 2. СИНТЕЗ РНК В КУЛЬТУРЕ КЛЕТОК
Суспензию культуры клеток инкубировали в ростовой среде, содержащей 1 мкКи 5//-уридина (ИГ6 моль/л). Через 30 мин инку​бации клетки центрифугировали, ресуспендировали в свежей рос​товой среде, содержащей 10'5 моль/л немеченого уридина; затем инкубацию продолжали при тех же условиях еще в течение часа. Каждые 15 мин в течение всего времени инкубации из суспензии брали пробы, содержащие равное число клеток. Клетки разрушали и из гомогената выделяли ядра, ядрышки и рибосомы. В рибосомах, ядрышках и ядре определяли количество РНК и радиоактивность. Полученные результаты приведены в табл. 28.
Таблица 28
Синтез РНК в культуре клеток
	Время,
мин
	Рибосомы
	Ядрышко
	Ядро

	
	Радиоактив​ность, имп/мин
	РНК,
мкг
	Радиоактив​ность, имп/мин
	РНК,
мкг
	Радиоактив​ность, имп/мин
	РНК,
мкг

	0
	0
	260
	0
	24
	0
	65

	15
	240
	240
	3500
	25
	1050
	67

	30
	3300
	300
	7500
	25
	2400
	64

	45
	6500
	260
	4000
	24
	2500
	67,5

	60
	9250
	280
	1250
	25
	2400
	71

	75
	10250
	260
	450
	26
	2300
	65

	90
	10600
	265
	250
	25
	2350
	67


Задача. Постройте график зависимости радиоактивности проб (имп/мин) (ось ординат) из трех фракций от времени (мин) (ось абсцисс). Определите удельную радиоактивность РНК (число распадов в 1 мин на 1 мкг РНК) и представьте ее как функцию от времени.
Задание 3. ИЗУЧЕНИЕ СТАБИЛЬНОСТИ мРНК
ТЕРМОФИЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ
Для изучения стабильности мРНК термофильных бактерий были поставлены следующие эксперименты. В культуру термофильных бакте​рий, растущую экспоненциально в минимальной среде при 55 °С, добав​ляли 5-3/7-уридин (удельная радиоактивность 20 Ки/ммоль, конечная концентрация 3 мкКи/мл). После инкубации в течение 1 мин в среду до​бавили актиномицин П до конечной концентрации 10 мкг/мл и продол​жили инкубацию. В течение всего периода инкубации брали пробы объ​емом 1 мл для измерения радиоактивности материала, нерастворимого в холодной трихлоруксусной кислоте (ТХУ - нерастворимая фракция). Результаты эксперимента приведены в табл. 29.
Влияние актиномицина О на включение 3//-уридина в РНК
термофильные бактерии
	Время
инкубации, с
	Радиоактивность,
имп/мин'мл

	15
	610

	30
	1200

	45
	1790

	60
	2400

	(добавлен актиномицин П)
	

	70
	2030

	80
	1710

	90
	1490

	100
	1290

	110
	1170

	120
	1080

	130
	990


Если инкубировать клетки без добавления актиномицина Д то в те​чение 100 с включение меченого уридина продолжается с начальной скоростью, а затем скорость включения снижается. При фракционирова​нии клеточного содержимого было показано, что более 95 % радиоак​тивности обнаруживается во фракции РНК.

Во втором эксперименте в культуру бактерий, растущих экспонен​циально при 55 °С, одновременно добавляли 74С-лейцип (удельная ра​диоактивность 10 мКи/ммоль или 0,1 мкКи/мл) и актиномицин В (ко​нечная концентрация 10 мкг/мл). Через различные промежутки времени брали пробы и определяли радиоактивность фракции, нерастворимой в горячей ТХУ. Результаты опыта приведены в табл. 30. При инкубации в отсутствие актиномицина И включение меченого лейцина протекает ли​нейно в течение 15 мин, при этом, по крайней мере, 98 % радиоактивно​сти обнаруживается во фракции белка.
Задача 1. По результатам первого эксперимента постройте график зависимости включения Н3-уридина в бактерии ( имп/мин) (ось ординат от времени инкубации (с) (ось абсцисс) в присутствии актиномицина В. Какой вывод можно сделать относительно действия актиномицина В на синтез РНК? Постройте график зависимости снижения логарифма ра​диоактивности урацила в присутствии актиномицина В в промежутке времени от 0 до 100 с и определите время полужизни РНК.
Влияние актиномицина О на включение ^С-лейцина
во фракцию белков термофильных бактерий
	Время
инкубации, с
	Радиоактивность,
импЛмин/мл

	10
	250

	20
	500

	30
	800

	40
	950

	50
	1200

	60
	1300

	80
	1600

	100
	1850

	120
	2000

	140
	2175

	160
	2300

	
	


Задача 2. По результатам второго эксперимента постройте график зависимости включения ;4С-лейцина в белок (имп/мин) (ось ординат) от времени инкубации (с) (ось абсцисс) в присутствии актиномицина В. За​тем постройте график зависимости логарифма уровня включения мечено​го 74 С-лейцина от времени в промежутке от 0 до 300 с (график уменьше​ния белоксинтезирующей способности в присутствии актиномицина В). Сопоставьте результаты первого и второго опытов и сделайте вывод от​носительно действия актиномицина В на синтез белка.

Различные ДНК-подобные полимеры, содержащие повторяющиеся тринуклеотидные последовательности, можно синтезировать химиче​ским путем. Один такой полимер, поли-d (ТТЦ : ГАА) (номенклатура подобных соединений объясняется в примечании), использовали в каче​стве матрицы для синтеза РНК in vitro в присугствии АТФ и ГТФ. Обра​зец синтезированной таким методом РНК подвергли щелочному гидро​лизу (в результате которого разрываются все фосфодиэфирные связи в 5'-положении) и показали, что образовавшиеся при этом аденозин- и гуанозинмононуклеотиды содержатся в отношении 2:1.
Эту РНК использовали как матрицу в бесклеточной белоксинтсзи- рующей схеме, выделенной из клеток Е. coli. В результате были получе​ны три полимера: полилизин, полиаргинин и полиглутаминовая кислота.
В другом опыте динуклеотид фАфА обрабатывали ГДФ в присутст​вии нолинуклсотидфосфорилазы и рибонуклеазы Ть которая, как из​вестно, разрывает по б'-положению связи фосфатных групп, присоеди​ненных к 3'-гидроксильной группе гуанозина. Получившийся олигонук​леотид обрабатывали фосфатазой для удаления всех концевых 5'- и 5'-фосфатных групп и затем АДФ в присутст вии полинуклеотидфосфо- рилазы. Были получены различные олигонуклеотиды, которые затем разделяли с помощью хроматофафии на ДЭАЭ-целлюлозе. Один из этих олигонуклеотидов обрабатывали фосфатазой и гидролизовали щелочью. Молярное отношение аденозинмонофосфата, гуанозинмонофосфата и аденозина в гидролизате было 3:1:1. Затем этот олигонуклеотид обра​батывали ЦЦФ в присутствии полинуклеотидфосфорилазы и панкреати​ческой рибонуклеазы, которая, как известно, разрывает по б'-положению связи фосфатных фупп, присоединенных к З'-гидроксильным фуппам пиримидиновых остатков.
Получившийся в результате всех обработок олигонуклеотид вновь обрабатывали фосфатазой и использовали в качестве синтетической матричной РНК в бесклеточной белоксинтезирующей системе Е. coli. Единственным продуктом реакции был дипептид, содержащий лизин и аспарагин. После обработки этого дипептида дапсилхлоридом и после​дующего кислотного гидролиза получили только одну дансилированную аминокислоту, бис-(а- и £-)-дансиллизин.

Задача 1. Какие выводы можно сделать из того факта, что в первом опыте в бесклеточной системе были синтезированы только три гомопо​лимера?
Задача 2. Определите структуру олигонуклеотида, синтезированно​го ферментативным путем.
Задача 3. Определите структуру дипептида и сравните ее со струк​турой олигонуклеотида. Учитывая, что синтез пептидов начинается с Ан​конца, определите направление считывания ДНК-матрицы.
Примечание. Двоеточие разделяет комплементарные цепи. Последователь​ность нуклеотидов обычно записывается так, что 5/-гидроксильная труппа находится слева, а 3,-гидроксильная группа справа.

Раздел 5. МОЛЕКУЛЯРНЫЕ
МЕХАНИЗМЫ МУТАЦИЙ
Вопросы и задачи
1. Вы изучаете ген бактерий E.coli, который кодирует синтез опре​деленного белка. Часть его приведена ниже.
· Ala - Pro - Trp - Ser - Glu - Lys - Cys - His -.
Затем вы получили серию мутантов этого гена, которые утратили ферментативную активность белкового продукта, и определили амино​кислотный состав мутантного белка для каждого из мутантов, мутант 1
· Ala - Pro - Trp - Arg - Glu - Lys - Cys - His —, мутант 2
-Ala-Pro мутант 3
· Ala - Pro - Gly - Val - Lys - Asn - Cys - His -, мутант 4
· Ala - Pro - Trp - Phe - Pile - Thr — Cys — His -.
1. Какова молекулярная природа мутаций?
2. Какова нуклеотидная последовательность молекулы ДНК, коди​рующая немутантный белок?
2. Суспензию бактерий последовательно разводят 1/100, 1/100 и 1/50. Затем 0,2 мл из последнего разведения высевают на поверхность трех чашек Петри с агаризованной средой. После инкубации бактерий в течение 24 ч на этих чашках появилось соответственно 105, 84 и 98 ко​лоний. Какова была концентрация бактерий в исходной культуре?
Затем ту же исходную культуру, разведенную последовательно 1/100, 1/100 и 1/10, наносят по 0,2 мл на поверхность трех чашек Петри, засеянных фагом Т2. После инкубации бактерий в течение 24 ч на чаш​ках выросло 40, 25 и 30 колоний. Какова частота возникновения устой​чивых к фагу Т2 мутантов в исходной культуре?
3. Известно, что аналог тимина 5-бромурацил являегся химическим мутагеном, индуцирующим простые замены одного основания на дру​гое - транзиции (пурин заменяется на пурин, а пиримидин - на другой пиримидин). Используя таблицу генетического кода, установите, какое из нижеперечисленных аминокислотных превращений может быть ин​дуцировано 5-бромурацилом с высокой частотой:
1. Met Val.
4. Lys
Gin.
2. Met —> Leu.
5. Pro
Arg.
3. Lys —> Thr.
6. Pro
Gin.
4. Почему y мутантов, индуцированпых акридиновыми красителями у фага Т4 или 1CR-191 у бактерий Е. coli, можно вызвать реверсию к ди​кому типу с помощью 5-бромурацила?
5. Укажите различия между следующими парами понятий:
· транзиция и трансверсия;
· молчащие и нейтральные мутации;
· миссенс и нонсенс мутации;
· фреймшифт и нонсенс мутации.
6. Почему фреймшифт мутации чаще, чем миссенс мутации, приво​дя!’ к утрате белком своей функции?
7. Укажите два типа спонтанных повреждений ДНК, которые могут привести к мутациям?
8. Сравните механизм возникновения мутаций под действием 5-бром-урацила и этилметансульфаната.
9. Почему невозможно индуцировать нонсенс мутации у организма дикого типа мутагеном, который вызывает только АТ - ГЦ или ТА - ЦТ транзиции в ДНК?
10. Гидроксиламин вызывает замены типа транзиций (ГЦ - АТ или ЦТ - ТА). Почему этот мутаген может вызывать нонсенс мутации у бак​терий дикого типа?
11. Почему с помощью гидроксиламина можно вызвать реверсию нонсенс мутации?
12. Несколько ауксотрофных мутантов N. crassa, несущих точечные мутации, были обработаны различными химическими агентами, после чего регистрировали возникновение ревертантов. Результаты этого ана​лиза представлены в табл. 31.
1. Для каждого мутанта укажите природу прямой мутации.
2. Для каждого мутанта назовите мутаген, который мої’ бы вы​звать прямую мутацию (спонтанные мутации не учитывать).
3. При получении ревертантов была обнаружена интересная му​тация у мутанта 5. Когда этот ревертант скрестили с клетками дикого типа, потомство на 90 % было прототрофным и на 10 % ауксотрофным. Объясните эти результаты.
Таблица 31
Характеристика мутантов N. crassa

	Мутанты
	Мутагены
	Спонтанные
ревертанты

	
	5-БУ
	ГА
	Профлавин
	

	1
	-
	-
	-
	-

	2
	-
	-
	+
	+

	3
	+
	-
	-
	+

	4
	-
	-
	-
	+

	5
	+
	+
	
	+


Примечание. ГА -гидроксиламин, 5-БУ- 5-бромурацил.
13. Азотистую кислоту использовали для получения ревертантов дикого типа у двух мутантов Nie (nid и nic2) N. crassa. Клетки обраба​тывали азотистой кислотой, высевали на среду без никотинамида и на​блюдали за появлением прототрофных колоний.
1. Если ревертанты были получены как для мутанта nicl, так и для мутанта nic2, какова была природа мутантов и их ревер​тантов?
2. Если для мутанта nicl ревертантов получить не удалось, то какова в этом случае была природа этой мутации?
3. Для мутанта nic2 было получено три прототрофных клона (А, Б и В). Клетки каждого из них скрестили с клетками ди​кого типа. В этих скрещиваниях были получены следующие результаты:
A. При скрещивании ревертанта А с клетками дикого типа все потомство (100 %) было прототрофным.
Б. При скрещивании ревертанта Б с клетками дикого типа 78 % потомства было прототрофным и 22 % - ауксотрофным.
B. При скрещивании ревертанта С с клетками дикого типа было получено 996 прототрофных клона и 4 ауксотрофных.
Объясните причину таких расщеплений.
14. Имеется двухспиральная молекула ДНК, представляющая собой участок гена:
5'-ЦАЦТЦТГЦТТГЦГТГГАЦГЦАТТААЦ-3'
3'-ГТТАТАЦГААЦГЦАЦЦТГЦГТААТТГ-5'.
Пусть транскрипция начинается с нуклеотида А в мРНК, происходит с :ева направо и продолжается до конца. Ответьте на следующие вопросы:
1. Какова будет последовательность синтезируемой мРНК?
2. Какова будет последовательность аминокислот в полипептиде после трансляции этой мРНК?
3. Как изменится структура молекулы ДНК, если в ней произой​дет:
A. Таутомеризация в енольную форму первою Т в некодирую​щей нити в процессе репликации ДНК.
Б. Таутомеризация в имино-форму второго А на кодирующей нити в процессе репликации ДНК.
B. Дезаминирование третьего Ц на некодирующей нити перед репликацией ДНК.
Г. 06-алкилирование четвертого Г на кодирующей нити перед репликацией ДНК.
Д. Делеция третьего Ц на некодирующей нити.
15. Из организма дикого типа был изолирован белок и соотие i ст- венно мутантный белок из его мутанта, после чего определили их ами​нокислотный состав. Было установлено, что оба белка отличаются толь​ко одной аминокислотой:
дикий тип: Arg - Met - Ser,
мутант:
Arg - Ile - Ser.
Указанная замена аминокислоты может быть результатом трех раз​личных миссенс-мутаций. Используя таблицу генетического кода, опре​делите возможные изменения в некодирующей ниш ДНК у организма дикого типа, которые могут привести к замене Met на Не. Рассмотрите случай, когда изменения происходят только на уровне одного кодона. Результаты оформите в виде таблицы (см. образец табл. 32).
Таблица 32
Тины мутации
	Органнім
	Кодон
	Трашипня кии трансверсия

	Дикий ТИП
	
	

	Мутант 1
	
	

	Мутант 2
	
	

	Мутант 3
	
	


16. Ниже представлен маленький участок мРНК и кодируемого им белка:
АТУ АЦГ ГЦУ
Ser Thr Ala.
Две толковые мутации в кодирующей нити ДНК привели к тому, что в результате трансляции этой мРНК синтез белка останавливался по​сле первого кодона, а первая аминокислота осталась Ser.
Определите характер этих мутаций.
17. Ниже представлена последовательность оснований в ДНК, яв​ляющаяся частью структурного гена
3' - ТАЦААГ - 5'
5' - АТГГТЦ - 3'.
Ответьте на следующие вопросы:
1. Какие две мутации этого гена может индуцировать гидро- ксиламин? Выпишите последовательности оснований для каждой мутации.
2. Под действием каких мутагенов могут ревертировать к ди​кому типу эти мутантные гены?
3. Если РНК-полимераза в качестве матрицы использует верх​нюю нить, то каковы будут последовательности аминокис​лот, кодируемые геном дикого типа и мутантными генами?
18. Белок вируса табачной мозаики (ВТМ) содержит участок, имеющий следующую аминокислотную последовательность:
- Ala - Thr - Ser - Gly - Met
Под воздействием азотистой кислоты цитозин дезаминируется. Ка​кое строение будет иметь данный участок белка при условии, что все ци- тидиловые нуклеотиды подверглись действию мутагена?
19. Таутомеризация тимина вызовет мутацию типа транзиции или трансверсии?
20. Ниже представлена аминокислотная последовательность пепти​да и соответствующей ему мРНК:
- Gly - His - Lys - • ГАГ ЦАУ ААГ Ц.
В результате двух различных мутаций со сдвигом рамки считыва​ния аминокислотная последовательность белка может быть изменена на - Asp - Ala - Slop или -Gly - Ile - Ser
Определите места этих мутаций.
21. Ниже представлен участок бактериального гена:
5' - ГТА ТЦГ TAT ГЦА ТГЦ АТЦ ГТГ АД - 3'
3 - ЦАТ АГЦ АТА ЦГТ АДГ ТАГ ЦАЦ ТГ - 5'.
Ответьте на следующие вопросы:
1. Определите последовательность мРНК, считываемой с этого участка.
2. Определите аминокислотную последовательность полипеп​тида, кодируемого этой мРНК.
3. Что произойдет с ДНК, мРНК и полипептидом, если 1гредпо- ложигь, что повреждения этой ДНК не репарируются и по​вреждаются обе нити?
22. Какие типы повреждений ДНК вызывает УФ-свет? Какой тип повреждений губителен для клетки?
23. Какие типы повреждений ДНК вызывает радиация?
24. мРНК 5' - АУГЦГЦЦУАААГАГГ - У кодирует полипептид сле​дующего типа: JMet - Arg - Leu - Lys - Arg -. Что произойдет с мРНК и полипептидом, если удалить первый Ц?
ТЕСТЫ
25. Идентифицируйте приведенные ниже примеры точковых мута​ций в ДНК и РНК как транзиции (смена пурина на пурин или пиримиди​на на пиримидин) (А), трансверсии (смена пиримидина на пурин, и на​оборот) (Б), сдвиг рамки считывания (В). Учтите, что в молекуле 6-го варианта произошло только 2 мутации.
1. А-»Г.
2. Ц -» Т.
3. Ц-»Г.
4. Т -> А.
5. УАУ АЦЦ УАУ -> УАУ ААЦ ЦУА.
6. УУГ ЦУА УАА -► УУА ЦУГ АУА.
A. А - 3; Б-1,2, 6; В-5, 6.
Б. А-1,3; Б-2, 6; В-4, 5.
B. А-1,2, 6; Б-3,4; В-5,6.
Г. А-5,6; Б-1,2,6; В-3,4.
Д. А - 1, 2, 3,4; Б - нет; В - 5, 6.
Е. А-нет; Б-1,2, 3, 4; В-5, 6.

26. Одна из цепей ДНК имеет следующую последовательность нук​леотидов:
... АТЦГЦАААТ...
Определите, какому типу мутаций будут соответствовать перечис​ленные ниже изменения первичной структуры ДНК:
1. АТТГЦАААТ...
2. АТГЦАААТ...
3. АТАЦГЦАААТ...
4. АЦТГЦАААТ...
A. Вставка.
Б. Замена.
B. Делеция.
Г. Инверсия.
A. 1 -Г; 2 - Б; 3 - А; 4-В.
Б. 1 - Б; 2 - В; 3 - А; 4-Г.
B. 1 - А; 2 - Г; 3-Б; 4-В.
Г. 1 -В; 2-А; 3- Г; 4-Г.
27. У гриба N. crassa, клетки которого имеют мутацию Arg' (неспо​собность синтезировать аминокислоту аргинин), был получен ревертант Arg (независимость от аргинина). В скрещивании между таким ревер- тантом и клетками дикого типа было получено потомство (гаплоидное). Какая часть этого потомства будет аргининнезависимой, если:
1. Ревертант возник в результате обратной мутации по тому же самому нуклеотиду (истинная реверсия):
А. 25 %
В. 75 %
Д. 95 %
Б. 50 % Г. 100 %
2. Ревертант возник в результате мутации в другом гене, локали​зованном на другой хромосоме:
А. 25 %
В. 75 %
Д. 95 %
Б. 50 % Г. 100 %
3. Ревертант является результатом мутации в другом гене, кото​рый находится от Arg-гена на расстоянии 10 сМ на той же са​мой хромосоме:
А. 25 %
■ В. 75 %
Б. 50 % Г. 100 %

Раздел 6. РЕКОМБИНАЦИОННЫЙ
И КОМПЛЕМЕНТАЦИОННЫЙ АНАЛИЗ
Вопросы и задачи
1. Обнаружено шесть новых мутаций фага Т4. С помощью компле- ментационного теста проведен попарный анализ всех мутаций. Результа​ты представлены в табл. 33. Знак означает наличие прозрачного пят​на (лизировавшие бактерии). Определите группы комплементации.
Таблица 33
Комплементационный анализ мутации в области гП фага Т4
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1
	-
	
	
	
	
	

	2
	+
	—
	
	
	
	

	3
	-
	+
	—
	
	
	

	4
<
	—
	+
	—
	—
	
	

	6
	+
	-
	+
	+
	-
	-


2. Картирование тонкой структуры с помощью делеций позволяет определить местоположение мутации. В табл. 34 представлены результа​ты попарных скрещиваний между шестью г//-делециями ("+" - наличие рекомбинантов, - отсутствие). Постройте генетическую карту с ука​занием относительной длины каждой делеции. Какие из этих шести му​таций могли бы быть точечными и при этом результаты, представленные в таблице, не изменились?
Таблица 34
Комплементационный анализ мутаций области гН фата Т4
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1
2
	—
	—
	

	+
	+
	
.

	3
	
	
	-
	-
	+
	+

	4
	
	
	
	-
	+
	+

	5
	
	
	
	
	-
	+

	6
	
	
	
	
	
	-


3. Самок, гетерозиготных по двум аллелям гена white (vv7wbj), скре​щивали с самцами, гемизиготными по гену while. От таких скрещиваний из 100 000 самцов в потомстве лишь два были с глазами дикого типа. Каково расстояние между wa/wbf на генетической карте?
4. Отобраны шесть рецессивных легальных мутантов во второй хромосоме дрозофилы. Каждая линия сбалансирована SM1 и маркирова​на доминантной мутацией Curly. Для того чтобы определить, являются ли какие-либо из этих деталей мутациями одного гена, были поставлены скрещивания типа 1а/Су , 1ц/Су. В табл. 35 знак "+" означает появление в потомстве особей, не несущих признака Су, знак означает отсутствие таких особей. Мутациями скольких различных генов являются отобран​ные шесть деталей?
Таблица 35
Комнлементацнонный анализ мутантов дрозофилы
	
	li
	h
	ъ
	и
	15
	16

	1]
	-
	
	
	
	
	

	lo
	+
	
	
	
	
	

	1з
	-
	+
	-
	
	
	

	и
	—
	+
	-
	-
	
	

	h
	+
	+
	+
	+
	—
	

	1б
	+
	+
	+
	+
	-
	—


5. Альбинизм у человека обусловлен гомозиготностью по аутосом- ному рецессивному гену. Был описан случай, когда у супругов- альбиносов родились трое детей с нормальной пигментацией. Этот факт можно объяснить, по крайней мере, двояко. Как?
6. Красная окраска одного из видов гаплоидных дрожжей связана с синтезом каротиноидного пигмента. В серии экспериментов в результа​те мутагенеза получены мутанты с измененным цветом - оранжевые (СГ), розовые (Р~), белые (\УД, желтые (10 и бежевые (В~). Каждый мутант​ный тип является результатом толковой мутации. Для того чтобы иден​тифицировать эти мутанты, путем скрещиваний были получены двойные мутанты со всеми возможными комбинациями мутаций. Результаты ана​лиза фенотипов двойных мутантов представлены в табл. 36.
1. Определите очередность действия генов в процессе биосинтеза красного пигмента.
2. Какого типа потомство будет образовываться и в каком соотно​шении в скрещивании между двойным мутантом О'Р и клетками дикого типа 0+Р+, если эти гены находятся на расстоянии 16 сМ?
Таблица 36
Характеристика двойных мутантов дрожжей
	
	р-
	VT
	Г
	В-

	О-
	розовые
	белые
	желтые ро-
	бежевые

	р-
	-
	белые
	зовые
	розовые

	W
	
	-
	белые
	белые

	у-
	
	
	—
	желтые


7. г//-делсции, с помощью которых Бензер разбил область г11 на 47 участков, были выбраны им из большего набора г//-мутаций. В табл. 37 представлены результаты скрещиваний 15 неревертирующих мутантов области г11 фага Т4. Постройте генетическую карту области гП для этих мутаций. Считайте, что каждая мутация означает отсутствие одно​го определенного участка, другими словами, двойных мутаций в этой груп​пе нет. (Указание: сначала определите порядок крупных делений.)
Таблица 37
Комплементационный анализ мутаций rll области фага Т4
	
	184
	215
	221
	250
	347
	455
	90S
	749
	к
	882
	А103
	Г*
О
	СЗЗ
	С51
	Н23

	184
	-
	-
	+
	-
	+
	-
	+
	+
	
	+
	+
	+
	-
	—
	—

	215
	
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	221
	
	
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-

	250
	
	
	
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	
	+
	+
	-
	-
	-

	347
	
	
	
	
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	455
	
	
	
	
	
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	506
	
	
	
	
	
	
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	749
	
	
	
	
	
	
	
	-
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	-

	782
	
	
	
	
	
	
	
	
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-

	882
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	-
	+
	-
	+
	+
	-

	А103
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	-
	+
	+
	+
	-

	С4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	-
	+
	+
	-

	СЗЗ
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	-
	+
	-

	С51
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	-

	Н23
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	-


8. Мутации локуса pan у нейроспоры делают невозможным рост на среде, в которой отсутствует пантотеновая кислота, а мутанты по локусу trp могут культивироваться лишь в присутствии триптофана. Мутация ylo определяет желтый цвет спор (при нормальном черном). На основе представленных в табл. 38 данных постройте карту, показывающую от​ношение между генами ylo и trp и различными мутациями локуса pan. Аскоспоры, полученные в этих четырех скрещиваниях, высевали на ми​нимальную среду с добавлением лишь триптофана. Во всех скрещивани​ях учитывали генотипы по неселективным маркерам среди рекомбинан​тов pan*.
Таблица 38
Анализ наследования неселектируемых маркеров
	Скрещивание
	Частота неселективньгх маркеров

	
	ylo trp+
	ylo* trp
	ylo trp
	ylo* trp*

	ylo+ рап!8 trp X ylo рап20 trp+
	0,084
	0,053
	0,067
	0,796

	ylo+ рап20 trp х ylo panl8 trp+
	0.033
	0,052
	0,710
	0,105

	ylo+ pan20 trp x ylo pan25 trp+
	0,160
	0,200
	0,100
	0,54

	ylo+ pan25 trp x ylo pan20 trp+
	0,080
	0,270
	0,520
	0,130


9. У дрозофилы существует много рецессивных мутаций, обуслов​ливающих стерильность самок, в частности мутации dunce и diminutive. Они сцеплены с полом и на карте расположены очень близко друг от друга. Продумайте постановку эксперимента, позволяющего определить, аллсльны ли эти мутации.
10. Гены abede являются тесносцепленными на хромосоме Е. coli. Их расположение такое, что короткие делеции вызывают утрату некоторых генов. Например:
делеция 1 - генов bde, деления 2 - генов ас, делеция 3 - генов abd.
Какова последовательность указанных генов на карте хромосомы Е. colil
11. Мутации нейроспоры am и am делают ее неспособной к росту на среде без глицерина или содержащей его в концентрации, меньшей 0,02 моль/л. Этим можно воспользоваться для отбора рекомбинантов ди​кого типа, образующихся при скрещивании двух мутантных линий. Ре​зультаты скрещиваний представлены в табл. 39.

Результаты скрещивания N.crassa
	Скрещивание
	Число различных генотипов по фланкирующим маркерам в аскоспорах ат*
	Число
аскос-
пор
am*
	Учтенное
число
живых
аскоспор,
гыс
	Часто га аскоспор ат* на 106 живых аскоспор

	
	sp+
inos
	sp
inos
	Sp*
inos
	sp
inos*
	
	
	

	am2 х am2
	
	
	-
	
	0
	456
	

	amJ х am3
	-
	-
	-
	-
	0
	585
	-

	3 3 am x am
	-
	-
	-
	-
	14
	651
	21,54

	Sp am2inos+ x sp*am2inos
	0
	0
	0
	0
	0
	209
	

	Sp am" inos* x sp* am3 inos
	0
	6
	0
	17
	23
	1549
	14,85

	sp*arn2 inos x sp am3 inos*
	0
	8
	7
	9
	24
	1214
	19,77

	Sp am2inos x
+ 3 • + sp am mos
	6
	9
	6
	5
	26
	881
	29,45

	sp+am2inos+ x spam3inos
	7
	4
	2
	4
	17
	1148
	14,80

	Итого:
	
	
	
	
	104
	5443
	19,11


Учтите, что и - фланкирующие маркеры. Какой вывод мож​но сделать из результатов скрещивания?
12. Для исследования путей синтеза аминокислоты аргинин были получены мутанты четырех генов (м\, .м2, м3, мА) и осуществлена их идентификация. Для этого изучали способность мутантов к росту на сре​дах, дополненных тем или иным промежуточным продуктом пути синте​за аргинина (А, В или С). Результаты этого эксперимента представлены в табл. 40.
Таблица 40
Рост мутантов л» 1,.и 2 ил/3 в присутствии промежуточных продуктов пути синтеза аргинина
	Штаммы
	Рост мутантов в присутствии:

	
	без добавок
	А
	В
	С
	аргинина

	Дикий тип
	+
	+
	+
	+
	+

	Ml
	-
	-
	+
	—
	+

	м2
	-
	-
	-
	—
	+

	м3
	-
	+
	+
	-
	+

	м4
	-
	+
	+
	+
	+


1. Расположите этапы синтеза аргинина и очередность промежуточных продуктов А, В и С.
2. Какая добавка(и) может обеспечить рост двойного мутанта м\ м21
13. Был проведен эксперимент по слиянию клеток человека и мыши и получены гибридные клеточные линии. При дальнейшем культивиро​вании таких гибридных линий in vitro происходила утрата определенных хромосом человека либо отдельных их частей (только короткого или длинного плеча). Хромосомы мыши наследовались гибридными клетка​ми стабильно. Этот прием часто используется для установления место​положения отдельных генов на хромосомах человека. В табл. 41 пред​ставлены результаты изучения кариотипа гибридных клеточных линий через определенный промежуток времени.
Таблица 41
Кариотии гибридных клеточных линий
	Линии
гибридных
клеток
	Номера хромосом человека

	
	1
	2
	6
	9
	12
	13
	17
	21
	А'-хромосо.ма

	А
	+
	+
	-
	Д
	-
	к
	+
	+
	+

	Б
	+
	-
	к
	+
	-
	+
	+
	-
	-

	в
	-
	+
	+
	+
	К
	-
	+
	-
	+

	г
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	д
	-
	+

	д
	К
	—
	+
	—
	д
	-
	+
	+
	К

	Е
	—
	К
	-
	-
	д
	-
	+
	+
	К

	Ж
	д
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	

	3
	+
	д
	+
	-
	-
	Д
	+
	

	+


Примечание: « + » - сохранившаяся хромосома нормального размера; « - » - утраченная хромосома; Д - хромосома, сохранившая длинное плечо; К - хромосома, сохранившая короткое плечо.
Затем все клеточные линии были проанализированы на наличие опре​деленных ферментов. Результаты этого анализа представлены в табл. 42.
Таблица 42
Профили ферментов клеточных линий А — 3
	Ферменты
	Линии клеток

	
	А
	Б
	В
	Г
	Д
	Е
	Ж
	3

	1. Стероидная фосфатаза
	+
	-
	+
	+
	
	+
	-
	+

	2. Фосфоглюкомутаза
	+
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	+

	3. Эстераза
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	+
	+

	4. Фосфофруктокиназа
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	-
	-

	5. Амилаза
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	+

	6. Галактокиназа
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


« + » - наличие фермента; «-» - отсутствие фермента.
Определите, в каких хромосомах находятся гены, кодирующие син​тез данных ферментов. Для ферментов 1, 2, 3 и 6 необходимо установить локализацию генов в конкретном плече хромосомы (К-плече или Д- плече). Составьте таблицу, аналогичную табл. 43, и внесите в нее ответы.
Таблица 43
Локализация клеток, кодирующих изучаемые ферменты
	Ферменты
	Номер хромосомы
	Плечо

	1. Стероидная сульфатаза
2. Фосфатглюкомутаза
3. Эстераза
4. Фосфофруктокиназа
5. Амилаза
6. Г алактокиназа
	
	


14. Было получено четыре гибридные клетки от слияния клеток че​ловека и мыши. В процессе культивирования у них происходила утрата только человеческих хромосом. В результате было получено четыре клона (табл. 44).
Таблица 44
Характеристика гибридных клонов
	Гибридные
клоны
	Хромосомы человека

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	А
	+
	+
	
	+
	+
	+
	

	в
	+
	
	+
	+
	
	
	+

	с
	+
	+
	+
	
	
	+
	

	о
	
	+
	
	+
	
	
	+


Затем каждый клон был проанализирован на наличие одновременно двух ферментов из представленного перечня: а, Д у, <5, е, Т] (табл. 45).
Таблица 45
Ферментативные активности гибридных клопов
	Ферменты
	Гибридные клоны, где обнаружена активность двух ферментов

	сс+Р
	А, С

	Р+У
	А, О

	6+
	В

	а+є
	-

	6+Г]
	С


Какой вывод можно сделать относительно локализации генов, ко​дирующих данные ферменты:
Фермент
Номер хромосомы
а


Р


У


5


£ 

П


15. Ниже представлена схема превращения фенилаланина в орга​низме человека:
А
В
фенилаланин ► тирозин—► СО2+Н2О.
Дефект этапа А приводит к возникновению наследственного заболе​вания - фенилкетонурия (ФК), а дефект этапа В - к алкаптонурии (АКУ). Женщина, больная ФКУ, вышла замуж за мужчину, больного АКУ. Ка​кого фенотипа будут у них дети?*
16. Исследовали рост различных мутантных грибов А. тс1и1ап8 на средах разного состава, где в качестве источника углерода были добав​лены следующие соединения:
а - мочевая кислота
(1 - гипоксантин
в - мочевина
е — аммиак
с - алантоин
Результаты проверки роста 25 мутантов представлены в табл. 46.
Таблица 46
Ростовые потребности мутантов А. nid.ula.ns
	№
группы
	Рост на среде, содержащей:

	
	а
	в
	с
	й
	€

	1
	+
	+
	+
	+
	+

	2
	—
	—
	
	-
	+

	3
	—
	+
	—
	-
	+

	4
	-
	+
	+
	—
	+

	5
	+
	+
	+
	-
	+


Определите последовательность этапов в пути утилизации в качест​ве источников азота указанных соединений. Установите биохимические блоки для каждого типа мутантов.
Примечание. Оба заболевания, ФКУ и АКУ, не сцеплены с полом. Гетерози- готность по анализируемым генам у родителей отсутствует.

17. Па рис. 19 изображен путь синтеза аминокислот у бактерий (аминокислоты 3, 5 и 6). Продукты 1, 2 и 4 являются их предшест​венниками. Буквами обозначены ферменты, осуществляющие их синтез. Один из мутантов может расти на среде, если в нее добавле​ны оба соединения 2 и 5. Какие ферменты являются у этого мутан​та дефектами?
Аминокислота 6
Д
V
Аминокислота 3 Аминокислота 5
Рис. 19. Путь синтеза аминокислот (3, 5 и 6) у бактерий
18. Мутанты с блоками отдельных этапов метаболизма используют​ся для изучения биосинтетических путей. Для идентификации мутантов проводят комплементационный анализ, который предусматривает со​вмещение геномов двух мутантов. Восстановление дикого типа говорит о том, что мутации комплементируют, следовательно, мутанты не иден​тичны и у них блокированы разные участки метаболического пути. В табл. 47 представлены результаты комплементационного анализа десяти мутантов N. сгаььа, обозначенных А, В, С, Д Е, Д (7, Н, I, А.
Таблица 47
Комплементационный анализ му тантов N. сгахха
	
	А
	в
	с
	о
	Е
	Р
	с
	н
	I
	У

	А
	—
	—
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+

	В
	—
	—
	—
	+
	—
	+
	+
	—
	+
	+

	С
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	+
	—
	—
	+

	£>
	+
	+
	—
	—
	—
	—
	+
	+
	—
	+

	Е
	+
	—
	-
	-
	—
	т
	т
	+
	—
	+

	
	4-
	+
	—
	—
	+
	—
	—
	+
	—
	-

	С
	*Г
	+
	+
	+
	+
	—
	—
	+
	-
	-

	Н
	—
	—
	—
	+
	+
	+
	+
	—
	+
	+

	I
	+
	+
	—
	—
	—
	—
	+
	Л-
	—
	+

	Т
	+
	+
	+
	+
	+
	—
	-
	+
	+
	-


Используя табл. 47, постройте комплементационную карту изучае​мого организма, используя представленную ниже схему:

Задание 1. ПУТЬ СИНТЕЗА ТРИПТОФАНА
У 5. СЕИЕУШАЕ
На схеме 1 представлен путь синтеза триптофана и указаны некото​рые его промежуточные продукты:
хоризмат
> антранилат 
> индол 
> триптофан.
ггрЕ ген
1грВ ген
1грЪ ген
Два продукта этого пути - антранилат и индол - можно выявить в культуральной жидкости соответствующих мутантов с помощью реакти​ва Эрлиха. Антранилат дает желтое окрашивание, а индол - малиновое. Эти реакции могут быть использованы для идентификации трех типов мутантов:
ПуЕ-мутанты не способны синтезировать антранилат, поэтому куль​туральная жидкость окрашиваться в присутствии реактива Эрлиха нс будет;
ПуР-мутанты накапливают антранилат (среда будет окрашиваться в желтый цвет);
/грВ-мутанты накапливают индол (среда будет окрашиваться в ма​линовый цвет).
В серии предварительных экспериментов у гаплоидных дрожжей
5. сеге\чйае были получены двойные мутанты:
/гр1пр>2 и-рЬгрЪ /гр2пр>3.
Для того чтобы осуществить их идентификацию, были проведены три типа попарных скрещиваний (табл. 48). В каждом скрещивании бы​ли получены все возможные типы потомства (по 4 типа). Клетки инди​видуальных клонов каждого типа были выращены в жидкой среде, и по​лученную культуральную жидкость использовали для анализа. Исполь​зуя результаты скрещивания, идентифицируйте 1гр\, 1гр1 и /грЗ-мутации и определите, какие продукты будут накапливаться в культуральной жидкости индивидуальных клонов полученного потомства.
Таблица 48
Результаты эксперимента по идентификации Пр-мутаций
	№
	Тип скрещивания
	Возможные генотипы потомства от скр щивания
	Тип реакции

	1
	ир\ пр2 х ггр! ггрЗ
	
	

	2
	ггр\ ир2 х ггр2 ггрЪ
	
	

	3
	ир\ прЗ х пр2 прЗ
	
	


1. Составьте таблицу по образцу табл. 48 и в графу 3 впишите воз​можные типы потомства, которые могут получиться в данном скрещива​нии (по 4 типа). Учтите, что дрожжи гаплоидны.
2. Путем сопоставления типов потомства в каждом скрещивании и схемы 1 идентифицируйте мутанты 1гр\, №р2 и ирЪ.
Задание 2. ПУТЬ СИНТЕЗА ПИГМЕНТА
У БАКТЕРИЙ
Для того чтобы изучить путь синтеза красного пигмента у бактерий & тагсеисепБ, были получены мутанты с измененной окраской (табл. 49).
Пользуясь результатами табл. 49, определите порядок расположе​ния ферментов и промежуточных продуктов в пути синтеза красною пигмента у бактерий 5. тагсеБсею.
Таблица 49
Характеристика мутантов 5". тагсезсепя
	Штаммы
	Фенотип

	Дикий тип
	Красный пигмент

	Мутант м\
	Оранжевый пт мент

	Мутант мЪ
	Желтый пигмент

	Двойной мутант м\м2
	Оранжевый

	Двойной мутант м2мЪ
	Бесцветный

	Двойной мутант м 1л/3
	Бесцветный


Задание 3. ПУТЬ КАТАБОЛИЗМА
гипоксантина у А.моиьлт
В опыте по биохимической генетике были использованы 26 различ​ных штаммов гриба А. тс1и1ат. Часть этих штаммов были мутантными и имели блоки метаболического пути, который обеспечивает превращение гипоксантина в М/з (т. е. использование его в качестве источника азота). Этот путь включает серию биохимических реакций, продукты которых условно обозначены буквами а, Ь, с, с1 и е. Идентифицировать мутанты можно по способности к росту мутантных штаммов на агаризованной среде в присутствии соответствующего метаболита.
Все изучаемые штаммы А. тскйат были протестированы на спо​собность к росту на средах в присутствии метаболитов а, Ъ, с, й и е. Ре​зультаты этого анализа представлены на рис. 20.
Выполнение этого задания необходимо начать с анализа рис. 20 и заполнения табл. 50. Нумерация колоний может быть произвольная. На​личие роста колоний обозначайте знаком а отсутствие роста - зна​ком ,,-и.

Рис. 20. Рост различных штаммов А. тсОЛат на средах, содержащих в качестве един-
ственного источника азота вещество а (чашка а), вещество Ь (чашка Ь),
вещество с (чашка с), вещество с! (чашка (Г) или вещество е (чашка е)

Затем проанализируй-: е данные таблицы и выполните задания. Задача 1. Определите число генетических блоков из анализируемых мутантов.
Задача 2. Установите порядок расположения соединений а, Ь, с, д'и е в изученном метаболическом пути и составьте его схему, используя эта буквенные обозначения.
Задача 3. Расшифруйте путь гипоксантин ^ N13? и укажите на нем предполагаемые метаболиты.
Таблица 50
Характеристика мутантных клонов А. пійиіапя
	№
штамма
	Рост на средах, содержащих:

	
	а
	ь
	С
	й
	е

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	

	7
	
	
	
	
	

	8
	
	
	
	
	

	9
	
	
	
	
	

	10
	
	
	
	
	

	11
	
	
	
	
	

	12
	
	
	
	
	

	13
	
	
	
	
	

	14
	
	
	
	
	

	15
	
	
	
	
	

	16
	
	
	
	
	

	17
	
	
	
	
	

	18
	
	
	
	
	

	19
	
	
	
	
	

	20
	
	
	
	
	

	21
	
	
	
	
	

	22
	
	
	
	
	

	23
	
	
	
	
	

	24
	
	
	
	
	

	25
	
	
	
	
	

	26
	
	
	
	
	


Раздел 7. МЕХАНИЗМЫ ЭКСПРЕССИИ
ГЕНОВ ПРОКАРИОТИЧЕСКИХ
И ЭУКАРИОТИЧЕСКИХ ОРГАНИЗМОВ
ТЕСТЫ
1. Какие из перечисленных ниже элементов не входят в состав Гас-оперона Е.со1П
A. Гены, кодирующие синтез ферментов утилизации лактозы.
Б. Гены, кодирующие синтез регуляторного белка-репрессора.
B. Гены, кодирующие синтез РНК-полимеразы.
Г. Промотор.
Д. Оператор.
2. Индуктор:
A. Связывается с репрессором и предотвращает его посадку на промотор.
Б. Связывается с репрессором и предотвращает его посадку на оператор.
B. Связывается с промотором и предотвращает посадку репрес​сора на оператор.
Г. Связывается с оператором и предотвращает посадку репрессо​ра в это место.
Д. Связывается с терминаторными кодонами и индуцирует даль​нейший синтез белка.
3. Клетки штамма Е. соИ несут мутацию в 1асХ-гене. Изменится ли регуляция метаболизма лактозы в 1ас2Г-мутантных клетках?
A. Нет. В 1ас7Г-клетках метаболизм лактозы должен регулиро​ваться нормально.
Б. При наличии 1ас7Г-мутации будет наблюдаться конститутив​ная экспрессия 1асХ -гена.
B. При наличии 1ас7Г-мутации будет наблюдаться индукция син​теза ферментов метаболизма лактозы, однако репрессирующее действие глюкозы будет отсутствовать.
Г. При наличии 1ас2Г-мутации будет блокироваться синтез белка- репрессора.
4. Было проведено конъюгационное скрещивание клеток реципи- ентного lacZT штамма Е. coli и донорного, несущего плазмиду F' с Plac Ос~ lac Z* локусом, Ос -мутация в операторе лактозного оперона, кото​рая предотвращает посадку белка-репрессора в эту область. Как будет регулироваться экспрессия lac Z-гена в полученных меродиплоидных клетках в присутствии лактозы?
A. Будет наблюдаться нормальная регуляция Lac-оперона.
Б. Будет наблюдаться конститутивная экспрессия Lac-оперона.
B. В метозиготах не будет синтезироваться /3-галактозидаза - продукт lac Z-гена.
Г. lac Z+-ген будет индуцироваться, но не будет репрессиро​ваться в присутствии глюкозы.
5. Если клетки Е. coli несут мутацию в lac /-гене, как будет регулироваться метаболизм лактозы в таких клетках?
A. Будет наблюдаться нормальная регуляция метаболизма лактозы.
Б. Будет наблюдаться конститутивная экспрессия lac Z-гена.
B. Синтез /3-галактозидазы - продукта lac Z- гена - будет подавлен.
Г. lac Z+ -ген будет индуцироваться, но не будет репрессировать​ся в присутствии глюкозы.
Д. Будет наблюдаться конститутивный синтез продукта lac /-гена.
6. Было проведено конъюгационное скрещивание клеток реципи- ентного lac Г штамма Е. coli и донорного, несущего плазмиду F' с Pj lac Д-локусом. Как будет регулироваться экспрессия lac Z-гена в получен​ных меродиплоидных клетках в присутствии лактозы?
A. Будет наблюдаться нормальная регуляция метаболизма лак​тозы.
Б. Будет наблюдаться конститутивная экспрессия lac Z-гена.
B. Синтез /3-галактозидазы - продукта lac Z-гена - будет подавлен.
Г. Синтез /3-галактозидазы - продукта lac Z-гена - будет подавлен.
Д. Продукт lac /-гена синтезироваться не будет.
7. Известно, что Lac-оперон у бактерий включает 3 структурных гена (lac z, lac у, lac a) и регуляторную область (промоторно-операторную). При этом:
lac z кодирует синтез /3-галактозидазы (превращает лактозу в галак​тозу и глюкозу);
lac у кодирует Д-галактозидпермеазу (осуществляет транспорт ве​щества внутрь клетки);
lac a кодирует трансацетилазу (функция не установлена).
Ферменты Іас-оперона осуществляют катаболическое расщепление лактозы и обеспечивают ее утилизацию в качестве источника углерода и энергии, /^с-опсрон является индуцибельным и начинает работать толь​ко в присутствии лактозы, которая, взаимодействуя с репрессором, отде​ляет его от оператора, тем самым открывая место для посадки РНК- полимеразы и запуская транскрипцию. У какого типа мутантов и при ка​ких условиях будет индуцироваться синтез /Зталактозидпермеазы?
A. При добавлении глюкозы к г+у+й+-клеткам.
Б. При добавлении лактозы к г"у+ц+-мутанту.
B. При добавлении лактозы к г+у*«+-мутанту.
Г. При добавлении лактозы к г+у‘а'-мутанту.
Д. При добавлении лактозы к гу'я'-мутанту.
8. Пользуясь информацией вопроса 7, определите, у какого типа му​тантов и при каких условиях будет индуцироваться синтез /З-галакто- зидазы?
A. При добавлении глюкозы к г+у+я+-клеткам.
Б. При добавлении лактозы к г+у а+-мутанту.
B. При добавлении глюкозы к г+у+я"-мутанту.
Г. При добавлении лактозы к г’у+«+-мутанту.
Д. При добавлении глюкозы и лактозы к і~у+а+.
9. Найдите утверждения, касающиеся бактерий.
1. Широко распространен негативный контроль экспрессии генов.
2. Процессы транскрипции и трансляции сопряжены.
3. Широко распространен позитивный контроль экспрессии генов.
4. Структурные гены имеют размер примерно 50 000 т. п. н.
5. мРНК может быть гюлицистройной.
A. 2,3,4, 5.
Б. Только 2 и 3.
B. 1,2,5.
Г. Только 5.
Д. Только 2.
10. Какие из перечисленных ниже процессов не являются примером аллостерической реіуляции?
1. Регуляция активности фосфофрукгокиназы фруктозо-2,6- дифосфатом.
2. Инактивация нитрогеназы АДФ-рибозилированием.
3. Регуляция Löc-оперона алло лактозой у Е. coli.
4. Позитивная регуляция Lac-оперона белком БАК у Е. coli.
5. Активация синтеза вторичных мессенжеров внутри клеток в ответ на воздействие вещества с рецептором на поверхности клеток.
A.  3 и 4.
Г. Все, кроме 1.
Б. 1,2 и 5.
Д. Все, кроме 2.
B. Все, кроме 3 и 5.
Задание 1. СИНТЕЗД-ГАЛАКТОЗИДАЗЫ
КЛЕТКАМИ Е. COLI
Для изучения стабильности системы, синтезирующей Д-галак- тозидазу в клетках Е. coli (i+z*y), были поставлены следующие экспери​менты.
Суспензию экспоненциально растущих клеток Е. coli обрабатывали этилендиаминтетрауксусной кислотой (ЭДТА, конечная концентрация 2 х 104 моль/л) в течение 2 мин и затем разбавляли 10-ю объемами свежей ростовой среды, содержащей глицерин в качестве источника углерода и изопропил-Д-П-тиогалактозид (ИПТГ, концентрация 5 х 10‘4моль/л) в каче​стве индуктора Д-галактозидазы. После 5 мин инкубации при 28 °С клет​ки разделяли на три части и обрабатывали следующим образом:
1. Контроль, инкубация без всякой обработки.
2. Инкубацию продолжали в присутствии актиномицина D в конеч​ной концентрации 10 мкг/мл.
3. ИПТГ удаляли фильтрованием, клетки ресуспендировали в чис​той теплой ростовой среде и инкубировали при 28 °С.
Во время инкубации из всех трех суспензий брали пробы и после разрушения клеток колориметрически определяли Д-галактозидазную активность, используя в качестве субстрата о-нитрофенилгалактозид (ОНФГ). Полученные результаты приведены в табл. 51.
Задача 1. Постройте график зависимости уровня синтеза Д-галак- тозидазы от времени для культур 1, 2 и 3. Определите характер действия актиномицина Д на синтез фермента, а также характер изменения уровня его после удаления индуктора.

Синтез /^-галактозидазы клеї нами Е. coli после удаления индуктора или добавления актииомицина D
	Время после добавления индуктора, мин
	Активность фермента, нмоль гидролизованного ОНФГ/мин/мг сухой массы

	
	Культура 1, контроль
	Культура 2, добавление актииомицина D на 5-й мин
	Культура 3, удаление индуктора на 5-й мин

	0
	0,5
	0,5
	0,5

	2
	0,5
	0,5
	0,5

	4
	0,5
	05
	0,5

	5
	0,75
	-
	-

	6
	1,5
	-
	—

	7
	2,5
	1,8
	1,9

	9
	4,7
	2,3
	2,45

	11
	6,8
	2,55
	2,70

	13
	9,0
	2,7
	2.85

	15
	10.9
	2,8
	3,0

	17
	-
	2,8
	3,0


Примечание. ЭДТА не оказывает никакого действия ни на индукцию, ни на ак​тивность Д-галактозидазы в использованном для опыта штамме клеток Е. coli.
Задача 2. Пользуясь графиком, определите ферментсинтезирующую способность бактерий в различное время после добавления антибиотика и удаления индуктора по формуле:
фермент синзезирующаи способное] ь за время I =
конечная активность фермента - активность фермента во время Т
Затем постройте график зависимости логарифмов этих величин от времени (учитывая, что синтез /3-галактозидазы является реакцией пер​вого порядка). Определите время полужизни мРНК.
Задание 2.ИНДУКЦИЯ ФЕРМЕНТОВ
При изучении поглощения и метаболизма /3-галактозиде» в клетками Е. coli были получены следующие результаты.
Три различных штамма клеток Е. coli инкубировали в среде, содер​жащей буферный солевой раствор, сукцинат натрия и аминокислоты. В некоторые пробы (табл. 52) добавляли тиомегил-/3-£)-галактопиранозид (ТМГ). После 2-х ч инкубации во время постоянной аэрации при 37 °С бактерии собирали центрифугированием, промывали и ресуспендирова- ли в буферном растворе. Измеряли мутность бактериальной суспензии и вычисляли количество клеток, приходящихся на 1 мл. Активность фер​ментов определяли следующим образом:
• активность /З-галактозиднермеазы измеряли путем определения радиоактивности бактерий (в расчете на 1мл бактериальной суспензии) после 15 мин инкубации с 14С-ТЫГ (табл. 52).
•активность /3-галактозидазы измеряли путем определения концен​трации о-нитрофенола при гидролизе о-нитрофенил-Д-В-галактопирано- зида (ОНФГ) за 5 мин инкубации. Результаты выражали в виде величины оптической плотности при 420 нм. Стандартная кривая для о-нитрофе- нола представляет собой прямую; изменение интенсивности реакции со временем также линейно в условиях опыта. Для определения активности отбирали пробы объемом 1 мл. Конечный объем проб, в которых определя​ли активность, равен 10 мл. Результаты опыта приведены в табл. 52.
Таблица 52
Влияние концентрации ТМГ на индукцию галактозидпермеазы и Д-галактозидазы у Е.соИ
	Штамм
клеток
	Номер
чашки
	Конечная концентрация ТМГ, ммоль/л
	Концентрация клеток в сус​пензии, мг/мл
	Активность
пермиазы,
имп/мин
	Активность ß- галактозидазы (ОП при 420 нм)

	1
	1
	0
	0,25
	107
	0,002

	1
	2
	0,2
	0,26
	1230
	1,520

	1
	3
	10
	0,23
	1200
	1,540

	2
	4
	0
	0,25
	164
	0,010

	2
	5
	0,2
	0,28
	868
	0,004

	2
	6
	10
	0,25
	820
	0,020

	3
	7
	0
	0,22
	140
	0,005

	3
	8
	0,2
	0,27
	170
	0,120

	3
	9
	10
	0,24
	185
	0,950


Во втором опыте исследовали влияние глюкозы на индукцию Д- галактозидазы в штамме 1. Через различные промежутки времени брали пробы объемом 1 мл и клетки собирали центрифугированием. Осадок ресуспендировали в 1 мл буфера и определяли концентрацию клеток и активность Д-галактозидазы с помощью методов, описанных выше. Ко​личество свободной глюкозы в надосадочной жидкости определяли, ис​пользуя глюкозооксидазу. Результаты опыта приведены в табл. 53. Какое влияние оказывает глюкоза на изученную систему? 
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Рис. 1. Электрофореграмма фрагментов ДНК, используемая для определения нуклеотидной последовательности: в первой колонке расщепление фрагмента по Ц, во второй - по Т, в третьей - по А, а в четвертой - по Г
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Рис. 5. Рестрикционная карта кольцевой плазмидной ДНК размером 5,3 т. п. и.
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Рис. 7. Электрофоре- грамма ДНК матери (М), ребенка (Р) и предполагаемых отцов (01 и 02)
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Рис. 8. Фингернринт-анализ идентификации личности
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Рис. 9. Фингерпринт-анализ VW77?-noBTopoB членов одной семьи
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Рис. 10. Электрофоретический анализ фр гментов ДНК членов семьи, больных хореей Гентингтона
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Рис. 15. Саузерн-блот-гибридизация ДНК из растений ЯК-,


Иг- и /т-генотипаи кДНК пробой /?-гена





Таблица 29


Время инкубации, с�
Радиоактивность,


имп/мин/мл�
�
140�
900�
�
150�
860�
�
160�
820�
�
180�
770�
�
200�
770�
�
220�
730�
�
240�
710�
�
260�
700�
�
310�
690�
�
360�
675�
�
410�
665�
�
460�
670�
�






Таблица 30


Время


инкубации, с�
Радиоактивность,


имп/мип/мл�
�
180�
2430�
�
200�
2530�
�
240�
2650�
�
280�
2750�
�
320�
2840�
�
400�
2920�
�
500�
3020�
�
600�
3120�
�
700�
3150�
�
800�
3190�
�
900�
3200�
�
1000�
3200�
�
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