TENTAMEN BIOCHEMIE (8S135)
 Vrijdag 3 oktober 2008, 14.00–17.00
Dit tentamen bestaat uit 7 opgaven.

Geef bij alle antwoorden een duidelijke uitleg.
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First position " Third position
(5’ end) Second position (' end)
U C A G
Phe Ser Tyr Cys U
U Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser Stop Stop A
Leu Ser Stop Trp G
Leu Pro His Arg 8]
C Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gln Arg A
Leu Pro Gln Arg G
Ile Thr Asn Ser 18]
A Ile Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

Note: This table identifies the amino acid encoded by each triplet. For example, the codon
5" AUG 3’ on mRNA specifies methionine, whereas CAU specifies histidine. UAA,
UAG, and UGA are termination signals. AUG is part of the initiation signal, in addition
to coding for internal methionine residues.




1
De structuur van eiwitten is gerelateerd met hun biochemische functie, zodat kennis van die structuur belangrijk is.
a.
Teken de structuur van het tripeptide GlyAspLys. Geef aan waar op dit peptide zich ladingen bevinden bij pH 7. 

Gly: R = H, Asp: R = CH2COOH, Lys: R = (CH2)4NH2. 

b.
Teken de chemische structuren van een -helix en een parallelle -sheet. Besteed daarbij o.a. aandacht aan de waterstofbruggen en de positie van de zijketens.
c.
Perifere membraaneiwitten zijn bevestigd aan een membraan, maar functioneren in water. Wat kunt u dan voorspellen over de structuur van zo’n eiwit?
d.
Welke scheidingstechniek u zou gebruiken om histonen (eiwitten voor DNA supercoiling) te isoleren uit een mengsel met andere eiwitten?

2

Voor de kinetiek van een enzym zijn de volgende meetresultaten gevonden zonder inhibitor (V0) en met inhibitor (V0’):
[S] (mM)
V0 (mM/min)
V0’  (mM/min)

1


1,3

0,8

2


2,0

1,2

4


2,8

1,7

8


3,6

2,2

12


4,0

2,4

a. 

Bereken KM en Vmax voor dit enzym.
b. 

Als de totale enzymconcentratie 2 nM  is, wat is dan het turnover number?

c. 
Wat voor soort inhibitor is hier gebruikt? Leg de werking van deze inhibitor uit.
3
Kennis van het werkingsmechanisme van enzymen geeft ons de mogelijkheid om het katalytische proces na te maken of juist te verhinderen
a.
Ontwerp de active site van een enzym dat DNA kan hydrolyseren.

b.
Geef een mogelijke structuur voor een efficiënte inhibitor van esterhydrolyse.
c.
Zogenoemde allostere enzymen binden meerdere substraatmoleculen, maar de reactie van deze substraten verloopt niet met dezelfde snelheid. Bedenk een mogelijk mechanisme hiervoor.

4
In het vaardigheidsblok MBEMI isoleren BMT studenten DNA uit hun eigen wang slijmcellen. Opdracht is om m.b.v. van PCR te onderzoeken of in het 8ste intron van het TPA gen (Tissue Plasminogen Activator) een zogenaamde ALU sequentie van 300 bp aanwezig is of niet. Ongeveer 50% van de genen bevat een dergelijke sequentie in dit intron. De studenten krijgen o.a. 2 primers die hechten op 100 basenparen links en rechts van de positie waar zich mogelijk de ALU sequentie bevindt.

a.
Wat is een intron? Waarom is in dit experiment ervoor gekozen om naar variatie in een intron te kijken?

b.
Wat heb je behalve de primers allemaal nog meer nodig voor de PCR reactie?

Na afloop van de PCR reactie worden het gevormde DNA geanalyseerd m.b.v. agarose gel-elektroforese. 

c.
Maak een schematische tekening van de gel en het banden patroon dat je verwacht voor een homozygoot positief genotype (beide allelen bevatten de ALU sequentie), een heterozygoot genotype, en een homozygoot negatief genotype. Geef hierbij ook het opbrengpunt en de richting van het elektrische veld aan.
5
RNA is naast DNA een belangrijk polynucleotide bij de expressie van genetische informatie.
a. 
Geef een structuur voor het volgende RNA molecuul met maximaal aantal basenparen (G-U mag ook): AUUGGCAUCCGUAA.
b. 
Schets de structuur van een tRNA. Leg in detail uit wat de rol is van het tRNA in de eiwitsynthese. Stel dat er een mutatie plaatsvindt in het anticodon van een van de menselijke tRNA’s. Wat zouden de gevolgen van een dergelijke mutatie kunnen zijn?
6

Met recombinant-DNA technieken kan de genetische informatie van een organisme aangevuld of veranderd worden.

a.
Wat is een plasmide en waar wordt het voor gebruikt? Waarom bevatten plasmides bijna altijd een gen dat codeert voor antibiotica resistentie?
b.
Voor transfectie van eukaryotische cellen (DNA naar binnen brengen) worden veelal kationische lipiden gebruikt. Verklaar waarom dit werkt.
7

Biomembranen bestaan uit lipiden en eiwitten, waarbij de laatste voor de functionaliteit zorgen.

a.
Hoe werken ionkanalen, en hoe kunnen ze selectief zijn voor bepaalde ionen?
b.
Hoe bindt een membraaneiwit aan een membraan?
c.
Hoe kunnen vesicles van fosfolipiden met ingesloten moleculen geïsoleerd verkregen worden?

SUCCES

2. Op welke manier(en) kan behandeling van een eiwit met -mercaptoethanol het gedrag van dit eiwit op een gelfiltratiekolom beïnvloeden?







