דף עבודה – האנזים המתעתק במהופך Reverse Transcriptase
דף העבודה הזה מתלווה לערך באתר פרוטאופדיה על האנזים Reverse Transcriptase, או בקיצור RT.
אתר פרוטאופדיה מאגד בתוכו מידע על חלבונים שונים בעולם החי. כל ערך באתר מוקדש לחלבון מסוים, בדומה לוויקיפדיה. כל המידע שאתם זקוקים לו על אודות האנזים RT נמצא בערך שלפניכם, אולם פתרון השאלות יצריך שימוש גם בידע שצברתם עד כה. 
שימו לב לכמה מאפיינים בערך:
· בצד ימין נמצאת הדמיה של המבנה התלת מרחבי של האנזים RT. הדמיה זו התקבלה הודות לגיבוש האנזים ופענוח מבנה הגביש בשיטת קריסטלוגרפיה בקרני X (קרני רנטגן). שיטה זו שימשה מדענים רבים לפענוח מבנים תלת-ממדיים של מולקולות, כמו רוזלינד פרנקלין שתרמה לפענוח מבנה מולקולת ה-DNA, ועדה יונת שפענחה את מבנה הריבוזום. 
· עליכם להיעזר בהדמיה בכל עת: 
· עמידה עם סמן העכבר על חלון ההדמיה ולחיצה ממושכת על הלחצן השמאלי תאפשר לכם לשנות את זווית ההתבוננות באנזים. תוכלו לסובב אותו לכל זווית שתרצו. 
· גלילה בעכבר מעלה ומטה משמשת כדי להתקרב ולהתרחק מהאנזים.
· הכפתורים בתחתית חלון ההדמיה יאפשרו לכם לקבוע את גודל חלון ההדמיה (זכוכית מגדלת) או אם האנזים יסתובב (spin) או יופיע בחלון נפרד (popup). 
· בתוך הערך תמצאו מילים כחולות ומנעול לידן ומילים ירוקות. הכחולות הן קישורים שיובילו אתכם למידע נוסף בנוגע למושג שעליו לחצתם. הירוקות הן הדמיות שיופיעו בחלון ההדמיה. בכל הדמיה יודגש חלק אחר באנזים, כפי שיתואר. 
מומלץ כי תקראו את הערך כולו פעם אחת לפני שתיגשו לפתרון השאלות. לאחר מכן חיזרו לחלקים הרלוונטיים לפתרון השאלות.
בהצלחה!
השאלות
1. א. מה הסובסטרט ההתחלתי של האנזים RT, ומה התוצר הסופי של התגובה שבה הוא משתתף?
_______________________________________________________________________
ב. לפניכם קטע מרצף הנוקלאוטידים של ה-mRNA המהווה את החומר הגנטי של הנגיף HIV:
UGG ACA GUA CAG
ציירו את סוג חומצת הגרעין (DNA או RNA, חד-גדילי או דו-גדילי) שתימצא בסוף כל אחת משלוש הפעולות שהאנזים RT יבצע.

חומצת הגרעין בסוף פעולה 1: 

חומצת הגרעין בסוף פעולה 2:

חומצת הגרעין בסוף פעולה 3:
2. גופם של אנשים החולים באיידס מתקשה להגן על עצמו מפני חיידקים ומזהמים אחרים. היעזרו בכתוב והסבירו מדוע.
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
3. מדוע התקשתה הקהילה המדעית לקבל את הרעיון של תעתוק במהופך?
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
4. נניח שהתגלה תהליך נוסף שגם הוא, כמו התעתוק במהופך, חורג מהדוֹגמה המרכזית של הביולוגיה המולקולרית.
איזה תהליך (כיד הדמיון!) אתם יכולים להציע? ציינו מהו הסובסטרט ומהו התוצר של התהליך. 
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
5. הרכיבו מפת מושגים המכילה את המושגים האלה ומחברת ביניהם:
· נגיף
· נגיף ה-HIV

· אנזים RT

· RNA חד-גדילי
· DNA דו-גדילי
· רטרווירוס
חישבו לאילו קבוצות אפשר לחלק את המושגים, והרגישו חופשי להוסיף מושגים משלכם. את המפה תציגו באמצעות כתיבת המושגים ומשיכת חצים ביניהם. על גבי החצים יש לכתוב את היחס בין שני המושגים ("סוג של", "לדוגמה", "מורכב מ" וכדומה).

6. התבוננו באנזים RT שבהדמיה המציגה את המבנה המרחבי של האנזים. באיזה שלב בפעילותו האנזימטית נמצא האנזים?
1. בין הפעולה הראשונה והפעולה השנייה
2. בין הפעולה השנייה והפעולה השלישית
3. בסוף הפעולה השלישית
הסבירו את בחירתכם.
______________________________________________________________________________________________________________________________________________
7. התבוננו בהדמיה המציגה את המבנים השניוניים של האנזים RT. 
מה ההגדרה למבנה שניוני של חלבון? מדוע סלילי אלפא ומישורי ביתא נחשבים מבנים שניוניים?

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
8. האם לאנזים RT יש מבנה רביעוני?  הסבירו את תשובתכם והסתמכו על אחת ההדמיות של האנזים.
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
9. התבוננו בהדמיה המציגה את 1000 החומצות האמיניות השונות שמהן מורכב האנזים.
העמידו את סמן העכבר על ההדמיה בנקודה כלשהי באנזים. ליד הסמן יופיע מקרא ובו פרטים על החומצה האמינית שעליה הסמן מונח.
למשל, משמעות המקרא:    (ALA)288:A, היא שהסמן עומד על החומצה האמינית אלאנין (המסומנת באותיות ALA). בנוסף, חומצה אמינית זו היא החומצה האמינית הנמצאת בעמדה ה-288 בשרשרת A.
ענו על הסעיפים האלה:
· באיזה צבע החומצה האמינית גליצין (Gly) מופיעה?
_________________
· אילו שתי חומצות אמיניות מופיעות בהדמיה בצבע כתום? 
1. _______________
2. _______________
חפשו מידע באינטרנט על המבנה של שתי החומצות האמיניות האלה. הציעו סיבה מדוע דווקא שתי חומצות אמיניות אלה קיבלו את אותו הצבע בהדגמה.
____________________________________________________________________
10. האנזים RT מורכב משתי שרשרות של חומצות אמיניות: שרשרת A ושרשרת B.
1. מכמה חומצות אמיניות מורכבת שרשרת A? ______________________________
2. מכמה נוקלאוטידים לכל הפחות מורכב הגן המקודד לשרשרת A של האנזים RT?
הסבירו את תשובתכם.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
11. התבוננו בהדמיה המציגה את שלוש החומצות האספרטיות שבאזור כף היד. מה להשערתכם המטען החשמלי של החומצה האמינית חומצה אספרטית?
1. שלילי
2. ניטרלי
3. חיובי

(רמז: שימו לב ליונים הקשורים באזור זה) 
הסבירו את תשובתכם.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
12. התבוננו בהדמיה המציגה את אזור primer grip. שימו את סמן העכבר על ההדמיה ומצאו:
אילו שתי חומצות אמיניות באזור ה-primer grip נמצאות באינטראקציה (באות במגע) עם גדיל ה-DNA?
1. חומצה אמינית מסוג __________ שנמצאת במיקום _____________.
2. חומצה אמינית מסוג __________ שנמצאת במיקום _____________.
13. חוץ מנגיף ה-HIV, קיימים מינים רבים של רטרווירוסים.
1. במינים שונים של רטרווירוסים, רוב החומצות האמיניות המרכיבות את אנזימי RT שונות זו מזו. עם זאת, החומצות האמיניות בעמדות 110, 186-185 באנזים RT שמוּרות מאוד וזהות בין מינים שונים. 
הציעו הסבר אבולוציוני מדוע דווקא החומצות האמיניות האלה זהות במינים שונים של רטרווירוסים.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
2. חפשו מידע באינטרנט, והביאו דוגמא לנגיף אחר מקבוצת הרטרווירוסים.
כתבו את שם הרטרווירוס, את האורגניזם הפונדקאי שלו, וכתבו בקצרה את ההשפעה של הרטרווירוס על האורגניזם הפונדקאי.
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
3. מדענים מעוניינים ליצור אנזים RT חסר תפקוד. לשם כך הם מתכננים לגרום למוטציה בחומר הגנטי של נגיף ה-HIV. בעקבות המוטציה אחת מהחומצות האמיניות של האנזים RT תוחלף. 
לפניכם קטע מרצף החומצות האמיניות של האנזים RT שמקורו בנגיף HIV. מתחת לרצף זה נמצאים רצפים מקבילים של אנזימי RT, שמקורם ברטרווירוסים אחרים (מסומנים ב-A וב-B).
	Trp
	Ser
	Asp
	Lys
	Glu
	Pro
	Leu
	Val
	Ile
	HIV:

	Trp
	Ile
	Glu
	Lys
	Gln
	Pro
	Leu
	Gln
	Ile
	A :

	Pro
	Lys
	Glu
	Pro
	Ile
	Glu
	Leu
	Gln
	Lys
	B :


סמנו את החומצה האמינית שהייתם ממליצים למדענים להחליף כדי לגרום לחוסר תפקוד של האנזים והסבירו את תשובתכם.
________________________________________________________________________________________________________________________________________
14. בנוסף לפעולת התעתוק במהופך, לאנזים RT יש פעולת ריבונוקלאז: פירוק גדיל ה-RNA. 
א. האם שתי הפעולות אלה מתרחשות באותו קצה של מולקולת ה-RNA או בקצוות שונים?
היעזרו בתשובתכם בהדמיות השונות.
_______________________________________________________________________
ב. מדענים יצרו מוטציה בגן המקודד לאנזים RT הגורמת להחלפת החומצה האמינית בעמדה 478 של האנזים. כתוצאה מכך האנזים לא סיים את פעולתו ונשאר "תקוע" במצב המתואר בהדמיה המציגה את המבנה המרחבי. 
היעזרו בכתוב והסבירו מדוע.
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
15. התבוננו בהדמיה המציגה את אזור החיבור והיכנסו לקישורים של החומצות האמיניות טריפטופן, פנילאלנין ולאוצין.
חפשו בקישורים אלה מידע שיכול להסביר מדוע החלפת טריפטופן בפנילאלנין אינה פוגעת בפעילות האנזימטית, בעוד החלפת טריפטופן בלאוצין כן פוגעת.
(רמז: הסתכלו על הדומה והשונה במבנה של שלוש החומצות האמיניות.)
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
16. התבוננו בהדמיה המציגה את אזורי כף היד, האגודל והאצבעות. 
שחקו עם ההדמיה, סובבו את האנזים ושנו את מיקומו. נסו למצוא את הזווית שבה אפשר לראות בבירור ולהבין מדוע קיבלו אזורים אלה את שמותיהם.
(רמז: במה אוחזת כף היד?)
קראו למורה והראו לו את זווית הראייה שבחרתם.
17. קצב המוטציות הגבוה של הנגיף גורם לכך שפיתוח חיסון פעיל נגד הנגיף נתקל בקשיים רבים.
הסבירו מדוע.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
18. אורכו של הגן לאנזים עמילאז בגנום האנושי הוא 6068 נוקלאוטידים. אולם כאשר מייצרים cDNA באמצעות האנזים RT מ-mRNA המקודד לעמילאז, מקבלים קטע DNA באורך כ-1800 נוקלאוטידים. 
הסבירו מדוע.
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
בהצלחה!
