TENTAMEN BIOCHEMIE (8S135)
 Vrijdag 13 oktober 2006, 9.00–12.00
Dit tentamen bestaat uit 7 opgaven.

Geef bij alle antwoorden een duidelijke uitleg.
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1
Zowel DNA als eiwitten kunnen op gel gescheiden worden via elektroforese.

a.

Hoe en op welke eigenschappen worden de moleculen gescheiden?

b.

Waarom gaat dit voor DNA meestal veel nauwkeuriger dan voor eiwitten?

c.

Wat voor moleculen worden gebruikt voor het aantonen van specifieke eiwitten of DNA-fragmenten op een gel (resp. Western en Southern blotting)?

d.

Scheiden van grote hoeveelheden eiwit op grootte kan op een gelfiltratie-kolom. Hoe werkt zo’n kolom?
2
Een hydropatie plot kan worden gebruikt om op basis van de aminozuur-sequentie te voorspellen of een eiwit een of meerdere transmembraan -helices bevat.

a.
Leg uit hoe een hydropatieplot wordt samengesteld. Noem daarbij 2 aminozuren die als hydrofoob worden geclassificeerd, en 2 aminozuren die als hydrofiel worden beschouwd.

b.
Leg uit waarom een hydropatieplot niet geschikt is om transmembraan-eiwitten te identificeren die een -barrel structuur aannemen, dus die geheel uit -sheet structuur bestaan.

c.
Een -barrel eiwit bestaat uit 12 antiparallelle -strands die samen een cilinderachtige structuur vormen dat als kanaal dient in een membraan. Geef een schatting van het minimaal aantal aminozuren waaruit een dergelijk eiwit moet bestaan. Leg je antwoord uit.

3
Tijdens de zuivering van eiwitten is het van belang dat het eiwit niet wordt afgebroken door zogenaamde proteases.

a.
Wat is een protease? Geef de reactievergelijking van de reactie die dit enzym katalyseert.

b.
Schets de active site van een protease waarin je aangeeft op welke manier dit enzym zijn reactie katalyseert. Gebruik bij uw uitleg zoveel mogelijk echte aminozuren.
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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.



c.
PMSF wordt vaak toegevoegd aan buffers tijdens de zuivering van eiwitten en wordt ook wel zelfmoord remmer genoemd (suicide inhibitor) voor proteases. Geef een verklaring voor deze naam.
4
Enzymen kunnen worden geremd in hun werking door inhibitoren.
a. 
Leg uit wat het verschil is in remmingsmechanisme tussen een competitieve en een niet-competitieve inhibitor. Waar moet een competitieve inhibitor op lijken?

b.
Leg uit wat een transition-state analoog is, en waarom het een goede inhibitor is.
5
Een farmaceutisch bedrijf wil graag een humaan eiwit tot expressie brengen in de bacterie Escherichia coli. Als eerste stap wordt de Polymerase Chain Reaction (PCR) gebruikt om het betreffende gen te amplificeren uitgaande van het cDNA van humane cellen.

a.
Leg uit hoe PCR werkt.

In eerste instantie ontstaan tijdens de PCR reactie naast het verwachte DNA product van 1000 bp nog twee andere fragmenten, ondanks het feit dat de gekozen primers uniek zijn. Dat komt vaker voor en wordt ‘false priming’ genoemd.

b.
Hoe zouden de condities van de PCR kunnen worden aangepast zodat specifiek alleen het gewenste DNA fragment wordt gevormd?
c.
Wat is cDNA en waarom wordt dit als uitgangsmateriaal gebruikt en niet genomisch DNA?

6

Transfer RNA’s spelen een cruciale rol bij de vertaling van de genetische code zoals die in DNA ligt opgeslagen naar een aminozuursequentie.

a.
Wat is de rol van tRNA’s in eiwitsynthese? Hoe ziet tRNA eruit?

b.
Het anticodon van een bepaald tRNA heeft de sequentie GUA. Welk aminozuur wordt door dit tRNA ingebouwd?

c.
Stel dat in een bepaald organisme de volgende mutatie optreedt in het anticodon van een tRNA: ACU ( ACA. Voorspel wat het effect van deze tRNA mutatie zal zijn voor het organisme. Leg uit.

7

Biologische membranen vormen een semi-permeabele barriere. Lipiden in het membraan zorgen voor de barriere-functie en eiwitten fungeren o.a. als kanalen en pompen.
a.
Wat is de drijvende kracht voor de vorming van een bilaag-membraan uit fosfolipiden? Leg uit aan de hand van de structuur van een typisch fosfolipide.
b.
Beschrijf het mechanisme waarmee een pomp-eiwit in staat is om stoffen tegen een concentratie-gradiënt in te transporteren.
SUCCES
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2. Op welke manier(en) kan behandeling van een eiwit met -mercaptoethanol het gedrag van dit eiwit op een gelfiltratiekolom beïnvloeden?
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