TENTAMEN BIOCHEMIE (8S135) Prof. Dr. Ir. L. Brunsveld
04-11-2011 09:00 - 12:00 (totaal 100 punten)
6 opgaven in totaal! (aangegeven tijd is indicatie) Gebruik geen rode pen!
Additioneel 1 STar vraag (alleen voor diegenen die hier aan deelnemen)

1
(=30 minuten; 20 punten)
De onderstaande aminozuursequentie maakt deel uit van een groter eiwit,

genaamd p70 en werd voor het eerst ontdekt in de R&B scene van de beginjaren
70 (de pijl heeft betrekking op vraag 2).
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a. Geef de 1-lettercode van deze 10 aminozuren'in de corresponderende
volgorde.

b. Welke van.de.aminozuren in bovenstaande sequentie beschouwt men als

hebbende een hydrofoob zijstaart, welke een basische ‘en welk aminozuur
is een gemodificeerde vorm van phenylalanine? (Als u de 1-letter codering
niet weet, teken dan de zijstaart van het aminozuur)

C. Het eiwit p70 heeft een massa van 70 kDaen u wilt het gehele p70
isoleren voor bioachemische studies. Onderdeel van het p70 eiwit is ook
een glucose bindend domein. U hebt het eiwit op grote schaal tot
expressie gebrachtin bacterién."Beschrijf welke twee verschillende
kolomchromatografie zuiveringstechnieken u zou kunnen gebruiken om
het eiwit te zuiveren op basis.van'wat u weet van het p70 eiwit. Gaat u
hierbij in op de twee type kolomehromatografie, verklaart u kort hoe de
technieken functioneren en leg uit in welke volgorde u de twee
verschillende chromatografietechieken zou gebruiken om het eiwit zo
zuiver mogelijk te krijgen.

Bovenstaande aminozuursequentie vormt zelf een anti-parallele beta-
sheet en beta-turn.

d. Rond welk(e) aminozuur(en) verwacht u in bovenstaande sequentie de
beta-turn te vinden? Leg uit.

e. Schetst u schematisch het waterstofbruggenpatroon in een anti-parallele
beta-sheet (u kunt volstaan met het tekenen van alleen de backbones).



2

(=30 minuten; 20 punten)

Beschouw nogmaals de aminozuursequentie van opgave 1:

a.

Welke binding in de sequentie wordt gehydrolyseerd als u dit peptide
behandeld met het enzym trypsine.

U wilt er nu voor zorgen dat dit enzym op een andere plek, namelijk bij de
pijl, een hydrolyse doorvoert. U doet dit door een puntmutatie in het
trypsine door te voeren. Welke punt-mutatie is dit; waanbevindt deze zich
in trypsine en legt u uit waarom u voor deze puntmutatie Kiest.

De actieve site van trypsine bestaat uit.€en zogenaamde Kkatalytische
triade. Additioneel stabiliseert het enzym trypsine. de overgangstoestand.
Teken een overgangstoestand van de peptide hydrelyse in trypsine enleg
uit hoe het enzym de overgangstoestand stabiliseert.

De reactie genoemd onder 2a wordt doorgeveoerd. bij drie verschillende
enzymconcentraties Welke van onderstaande families van 3 curves
verwacht u en waarom?

L 2

1/[S] 1/[5] 1/[S]

Heeft het verlagen van de enzymeoncentratie conceptueel hetzelfde effect
als het toevoegen van een competitieve inhibitor of van-een
noncompetitieve inhibitor? Leg uit!

Is de hieronder afgebeelde verbinding naar, uw mening een goede inhibitor
voor het enzym trypsine? Legt u uit waarom. Gaat u in op de moleculaire
interacties (of afwezigheid daarvan) van de inhibitor met het enzym.

NH;*



3
(~20 minuten; 15 punten)

Membranen spelen een belangrijke rol in cellen en zijn opgebouwd uit specifieke
lipiden en eiwitten.

a.

De groeitemperatuur van een bacteriecultuur wordiverlaag van 37 °C tot
25 °C. Welke veranderingen verwacht u in de samenstelling van de
vetzuurcompositie van de membrane phosphelipiden, Legt u uit waarom.

Er zijn veel externe signaalmoleculen (denk aan groeihormonen en
aminozuren) die niet door een membraan heen kunnen diffunderen
(omdat ze te groot of te polair zijn).A.eg conceptueel uit hoe deze externe
signalen toch verder gegeven kunnen worden de cel in als ze bij.de
buitenkant van het celmembraan‘aankomen. Gaat u daarbijin op de route
die het signaal ondergaat en waarin dit signaal wordt omgezet en
welke/watvoor moleculen hierbij betrokken, zijn. (Umag dit doen aan de
hand van een specifiek voorbeeld of het proces als algemeen concept
beschrijven)

Een ionkanaaleiwit vergemakkelijkt -het transport van ionen over een
membraan, maar doet dit alleen voor specifieke ionen. Leg uit hoe een
ionkanaal-er.schematisch uitziet (maak eventueel gebruik van een
tekening) en verklaar hoe een ionkanaal selectiviteit voor een specifiek
ion, bijvoorbeeld K*, bewerkstelligd.



4
(~25 minuten; 20 punten)

Teken een DNA Watson-Crick base paar naar keuze. Geeft u daarbij ook
aan waar de beta-glycosidische binding naar de deoxyribose zich aan de
base bevindt.

Leg (met behulp van het antwoord op bovenstaande vraag) uit welke deel
van het basepaar de major-groove vormt €n welk deel de minor-groove in
de dubbelhelix van B-DNA.

Voor de replicatie van DNA in de_cel zijn naast DNA polymerase nog een
aantal andere enzymen noodzakelijk. Leg, uit welke rol'volgende enzymen
hebben tijdens de DNA replicatie: Topoisomerase; Helicase; DNA ligase.

Het in vraag 4c genoemde Helicase enzym vertoond een grote
conceptuele overeenkomst met een mitochondrieel transmembraaneiwit.
Welk eiwit is dit en leg uit wat deze overeenkomst Is.

Welk moleculair element in. de DNA bouwstenen is het nucleofiel en welk
het electrofiel in de enzymatische DNA polymerisatie reactie?



5
(~15 minuten; 10 punten + 5 bonuspunten)

Voor het maken van een cDNA bibliotheek moet u eerst het mRNA uit de
eukaryotische cellen isoleren. U kan dit doen met behulp van
kolomchromatografie waarbij een nucleotide oligomeer geimmobiliseerd is aan
het matrix materiaal van de kolom

a. U kan met een enkele nucleotide oligomeersequentie alle verschillende
MRNASs uit de cel isoleren. Geefde sequentie van dit DNA oligomeer en
leg uit hoe dit werkt.

b. Eukaryotisch mRNA wordt voor translatie gemodificeerd in de cel, het
zogenaamde RNA processing. Dit proces bestaat uit drie verschillende
stappen / drie versehillende mRNA modificaties. Benoem deze 3 stappen,
leg kort uit wat er (moleculair) gebeurt enwverklaar hun functie.

Tip: een van deze modificaties gebruikt uin het antwoord op vraag 5a.

C. -- Bonusvraag, max. 5 extra punten mogelijk —

Welke drie heren ontvingenin 1962 de “‘Nobelprijs voor de'fysiologie of
geneeskunde”voor hun ontdekkingen betreffende de moleculaire structuur van
nucleinezuren en diens significantie voor de informatieoverdracht in het leven.
(met andere woorden, de DNA dubbel helix). Achternamen volstaan. Bij twee
namen, 2.5 punt.



Van een dubbelstrengs prokaryotisch DNA is de g poiion
volgende sequentie bekend voor een stukje van [U[claTlc]
de templaat streng. Phe

1)
2)
3)
4)

6
(~20 minuten;15 punten)

TABLE 5.4 The genetic code

Ph

5-TACGTCCCCAAA-3’ ‘ :_':fﬁ |

Geef de sequentie van het mRNA als dit
dubbelstrengs DNA vervolgens met.een S | 1o
RNA polymerase comple&t wordt R
uitgelezen. Geeft u hierbij ook de
uiteindposities aan (5’ / 3)

HEd|FrrTlerey

Welke aminozuursequentie volgt uit deze

nucleinezuursequentie, als de eerste drie basen meteen een eerste codon
vormen? Waar bevindt zich.de N- en waar de C—terminus van deze
aminozuursequentie.

Transfer RNAs (tRNAs) zijn noodzakelijk voor de eiwitsynthese. Noem
drie verschillende cellulaire componenten (bijv. elwitten / nucleinezuren)
welke kunnen binden /een interactie aan gaan met tRNA moleculen en
geef van ieder van deze componenten kort aan hoe ze aan tRNA binden
en wat hun rol is.

U wilt het DNA tussen de twee hieronder getoonde sequenties
amplificeren met behulp van PCR. Kies uit de lijst van acht primers, welk
paar u hiervoor nodig heetft.

3-GACCTGTGGAAGC--+-----2c-mmmmmmom oo CATACGGGATTGA-5’
5-CTGGACACCTTCG -GTATGCCCTAACT-3
5-GCTTCCACAGGTC-3’ 5) 5’-CATACGGGATTGA-3’
5-GTATGCCCTAACT-3’ 6) 5’-CTGGACACCTTCG-3’
5-AGTTAGGGCATAC-3’ 7) 5’-CGAAGGTGTCCAG-3’

5-GACCTGTGGAAGC-3’ 8) 5-TCAATCCCGTATG-3



