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ML-208, oppgave

Oppgave 1
Beskriv translasjon av mRNA til protein hos prokaryoter.

Candidate 7337
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Skriv ditt svar her...

Hos prokaryoter skjer translasjonen av mRNA til protein fortlapende etter at mMRNA er dannet i transkripsjonen,
og det er strukturer som kalles ribosom som star for denne translasjonen. Ribosomet er delt i to deler med
starrelse 30s og 50s, som underveis samles til en struktur. Ribosomet har tre seter, E, P og A, med ulike
oppgaver.

Initiering (se vedlagt illustrasjon): Far selve translasjonen starter, ma mRNAet festest riktig pa 30s delen av
ribosomet, slik at kodon 1 og kodon 2 blir plassert i henholdsvis P setet og A setet. For a hjelpe til med dette
har mRNAet en sekvens kalt Shine-Delgano ca 10 baser ovenfor startkodonet AUG. Denne sekvensen blir
gjenkjent av en del pa ribosomet kalt 16s, som binder her og pa den maten far mRNA rett plassert. | startfasen
er det tre initieringsfaktorer som er sentrale; IF1, IF2 og IF3. IF1 sperrer A-setet pa 30s ribosomet slik ingen
tRNA fester seg her for tidlig. IF3 hindrer 50s i & binde seg for tidlig til 30s. IF2 far det farste tRNAet pa plass.
Det farste tRNAet er spesielt for initieringa og har med seg aminosyren Methonin, som startkodonet AUG
koder for. Den fgrste Met er formylert, og blir ofte skrevet som fMet, og tRNA som baerer med seg denne blir

skrevet som tRNAfMet, eller som fMet-tRNA™et om det er ladet med aminosyren. Det fins to tRNA som koder
for Met, en av de er kun til initieringa og den andre tar med seg aminosyren til senere i elongeringen. Det
farste tRNAet har en spesiell struktur som gjer at IF2 gjennkjenner det og plasserer det i P-setet pa 30s
ribosomet ved hjelp av GTP. Det er kun denne tRNAen som kan feste seg direkte i P-setet, de neste ma feste
seg i A-setet. Pa slutten av initieringa fester 50s delen seg til 30s ribosomet og elongeringen kan starte.

Elongering (se vedlagt illustrasjon): tRNA har antikodon som passer til kodon pa mRNA og det er disse
antikodonene som bestemmer hvilken aminsyre hvert tRNA frakter med seg. De blir ladet med riktig aminosyre
ved hjelp av et enzym, aminoacyl tRNA syntase, som gjennkjenner antikodonet og kobler det opp til riktig
aminosyre. Den frakter aminosyren og fester det pa rett tRNA ved hjelp av ATP. Det fins et slikt ensym for hver
av de 20 aminosyrene. Det fins flere kodon enn det fins tRNA, men dette er Igst med wobble-mekanismen.
Det vil si at den tredje basen i kodonet hos mRNA, altsa i 3" enden, ikke trenger a passe til basen i 5 av
antikodonet hos tRNA. De far likevel samme aminosyre fordi en aminosyre som regel har flere kodon som
koder for de, degenerert kode.

Nar elongeringen i translasjonen skjer, blir det satt inn nye tRNA lada med aminosyre i A-setet pa ribosomet.
Det er en elongeringsfaktor, EF-Tu, som ved hjelp av GTP, finner rett tRNA og frakter den inn i A-setet. EF-Tu
gar sa av ribosomet. Deretter blir ribosomet forskavet i to steg, dette er det elongeringsfaktor EF-G som gjer,
ogsa den ved bruk av GTP. De to tRNA, et i P-setet og et i A-setet, far farst den gverste delen over i
nabosetet. Her vil den aminosyren som var koblet til tRNA i P-setet komme over og skape binding med
aminosyren til den tRNA som satt i A-setet. Den stadig voksende peptidkjeden vil dermed alltid sta i P-setet.
Etterpa blir resten av tRNA ogsa forskgvet slik hele tRNA-molekylet na er forskavet til nabosetet. tRNA som
kom fra P-setet er na i E-setet, og ulada, altsa ingen aminosyre er bundet til den. Den vil sa ga av ribosomet
og prosessen kan starte pa nytt, med neste tRNA som skal festes i A-setet, til neste kodon.

Terminering: mMRNA har tre stoppkodon, og det fins to release faktorer, IF1 og IF2 som gjennkjenner disse. Nar
det kommer et stoppkodon i A-setet vil en av disse komme inn med et vannmolekyl og hydrolysere
esterbindingen mellom den siste tRNA og polypeptidkjeden, og proteinet vil da lasne fra ribosomet. IF3 er en
tredje release faktor som kommer inn og Igsner IF1 eller IF2 fra ribosomet og translasjonen er na ferdig.

Besvart

Knytte handtegninger til denne oppgaven? 7834755
Bruk fglgende kode:

Handtegning 1 av 1
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2 Ny oppgave

Oppgave 2.

Hva er et tumor-suppressorgen ?
Beskriv virkematen til et tumor-suppressorgen (f.eks. p53-genet eller retinoblastoma-genet (Rb) )

Er nedarvingsmeansteret til sykdom forarsaket av en mutasjon i et tumor-suppressorgen dominant eller recessivt ?
Forklar svaret.

Skriv ditt svar her...

Et tumorsuppressorgen er et gen med veksthemmende genprodukt, altsa et produkt som kontrollerer/hemmer
cellevekst, og slik altsa tumordannelse. Slike type produkter er spesielt viktige i cellesyklusen, foreksempel i
G1 fasen. Dette er fasen der det blir bestemt om en celle skal ga videre og dele seg eller om den skal ga inn i
en hvilefase. Det blir ogsa kontrollert hvor vidt cella/DNAet er skadet og trenger reprasjon. | denne fasen er det
et molekyl, kalt p53 tilstede. Dette er genproduktet til p53-genet som er et tumorsuppressorgen. Ved normale
tilstander er konsentrasjonen av dette molekylet liten, og cella kan ga videre til neste fase. Om det blir
oppdaget feil i DNAet, gker konsentrasjonen av p53, og dette hindrer cella i & ga videre fgr skaden er reparert.
Om skaden ikke kan repareres, blir det gitt signal om apoptose, kontrollert celledad. Dersom det skulle skje en
mutasjon i dette genet som gjar at det for eksempel slutter a fungere, farer det til at det ikke blir produsert p53
og den stoppmekanismen denne star for blir borte. Dette kan fgre til ukontrollert cellevekst og kreft ved at cella
fortsetter a dele seg selv om den er skadet.

Virkematen er recessiv, det vil si at begge allelene for dette genet ma vaere muterte for at ukontrollert
cellevekst oppstar. Det betyr at om kun en av kopiene er mutert og for eksempel ikke virker lenger sa vil den
andre kopien klare & opprettholde normal funksjon alene.

Besvart

Knytte handtegninger til denne oppgaven? 6657919
Bruk fglgende kode:

3 Ny oppgave

Oppgave 3.

a)

Gen X uttrykkes vanligvis ikke i hvite blodceller. Du vil undersgke om dette genet uttrykkes i disse cellene etter at
en person har tatt et bestemt medikament.

Hvordan kan man benytte PCR for a undersgke dette?

b)

Nedenfor vises en DNA-sekvens. Du skal ved hjelp av PCR amplifisere omradet som er understreket (eller mer).
Det vises 6 PCR-primer-par. Hvilket — eller hvilke — primerpar vil fungere i en slik PCR? (Primerne i denne
oppgaven er for korte til a fungere i virkeligheten, men se bort fra dette).

S’AGCTGATGGCTAATCGGGTAGCTGAATACGTAGCTTAGGGT 3

Primerpar1 5'GCTGATGGCTAA3 og 5ATACGTAGCTTAZ

Primerpar 2 5 GCTGATGGCTAA 3 og 5 TAAGCTACGTAT 3

Primerpar3 5 CTACCGATTAGC 3’ og 5ATTCGATGCTAT 3

Primerpar4 5 AGCTGATGGCTA3 og 5ACCCTAAGCTAC 3

Primerpar 5 S5 ATGGCTAATCGG 3 og S TTCGATGCATAAZ

Primerpar 6 5ACGTAGCTTAGG 3 og 5CGATTAGCCATC 3
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Skriv ditt svar her...

a) PCR er en metode a amplifisere DNA pa ved a bruke DNA-polymerase (varmebestandig), dNTP (de fire
basene), 2 primere og templat. Ved a bruke passende primere, en pa hver side av sekvensen vi er intressert i
a kopiere opp, vil den biten blir amplifisert eksponentielt. For & giennomfgre PCR, ma en kjgre mange sykluser
der en varierer temperaturen. Farst rundt 95 grader, noe som farer til at DNAet denaturere, sa skru ned
temperaturen til rundt 55 grader. Dette gjar at primerene fester seg pa DNA-tradene. Deretter skrur man opp
temperaturen litt igjen, til rundt 70 grader. Ved denne temperaturen skjer DNA-syntese og nytt DNA blir
syntetisert. Videre skrur man opp temperaturen igjen og kjgrer giennom syklusen pa nytt. Dette gjgr man sa
mange ganger man gnsker, jo flere sykluser, jo mer produkt.

En vil undersgke om gen x blir uttrykt i hvite blodceller etter & ha tatt et medikament. En av metodene en kan
bruke til dette er PCR. Farst ma en isolere mRNA fra de hvite blodcellene. mRNA blir kun transkripert av gen
som er aktive og som skal uttrykkes i cella. mMRNA er utstabilt, og det kan veere lurt & lage cDNA fra mRNAet.
Det gjares ved revers transkriptase, altsa en lager DNA med RNA som templat. Etter dette er gjort, star en
igjen med cDNA fra cella, som representerer alle aktive gen. Vil vil undersgke om gen x er aktivt ved hjelp av
PCR. En ma vite sekvensen til genet pa forhand slik en kan lage to spesifikke primere som passer til dette
genet. Det vil si at de kun fester seg til DNAet om dette genet er tilstede. En tilsetter varmebestandig DNA-
polymerase, dNTP og disse 2 primerene til DNA prgven. Sa kjgres den gjennom PCR-sykluser. Dersom vi far
PCR-produkt, vil det si at gen x er uttrykt. Primerene har hatt noe og feste seg pa, og siden vi brukte primere
som var spesifikke kun for dette genet sa betyr det at genet er aktivt. Er det ikke noe PCR-produkt har ikke
primerene hatt noe a feste seg pa og genet var ikke tilstedet (har ikke hatt templat til DNA-syntesen gjennom
PCR).

b) Det er primerpar 2 og 4 som passer til denne PCRen.

Par 1:
5AGCTGATGGCTAATCGGGTAGCTGAATACGTAGCTTAGGGT ¥
3'nei s

3'TCGACTACCGATTAGCCCATCGACTTATGCATCGAATCCCAS’
5 GCTGATGGCTAA Z

Par 1 passer ikke, kun den ene.

Par 2:
5AGCTGATGGCTAATCGGGTAGCTGAATACGTAGCTTAGGGT ¥
3 TATGCATCGAAT 5°

3 TCGACTACCGATTAGCCCATCGACTTATGCATCGAATCCCA S
5 GCTGATGGCTAA Z

Par 2 passer.

Par 3:

5’ AGCTGATGGCTAATCGGGTAGCTGAATACGTAGCTTAGGGT 3’
3'TCGACTACCGATTAGCCCATCGACTTATGCATCGAATCCCA 5’
Par 3 passer ikke.

Par 4:

5’ AGCTGATGGCTAATCGGGTAGCTGAATACGTAGCTTAGGGT 3’
3'CATCGAATCCCAS

3 TCGACTACCGATTAGCCCATCGACTTATGCATCGAATCCCA S
5 AGCTGATGGCTA 3’

Par 4 passer!
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Par 5:
5AGCTGATGGCTAATCGGGTAGCTGAATACGTAGCTTAGGGT ¥
3nei 5

3 TCGACTACCGATTAGCCCATCGACTTATGCATCGAATCCCA S
S’ATGGCTAATCGG 3

Nei, kun den ene primeren passer, vi trenger to.

Par 6:
5AGCTGATGGCTAATCGGGTAGCTGAATACGTAGCTTAGGGT 3’

3'CTACCGATTAGC &

3’ TCGACTACCGATTAGCCCATCGACTTATGCATCGAATCCCA S
S’ACGTAGCTTAGG 3’

Primerene passer til templatet, men de passer pa feil side av den sekvensen som vi er interessert i. DNA-
syntesen gar fra 3'enden av primerene, og i dette primerparet ligger 3'enden vekk fra den sekvensen vi vil
amplifisere. Det vil si at vi far kopiert opp alt annet enn det vi er interessert i ,0g vi far ikke noe PCR-produkt.

Besvart

Knytte handtegninger til denne oppgaven? 3844209
Bruk fglgende kode:

4 Ny oppgave

Oppgave 4

Nedenfor vises et DNA-molekyl som er 1400 bp langt. De sma strekene markerer hvert 100. nukleotid.
Restriksjonssetene for restriksjonsenzymene 1 og 2 er vist med piler. Etter ulike kuttinger er fragmentene separert
vha gelelektroforese, og en figur av en gel der fragmentene fra noen av kuttingene er tegnet inn, vises nedenfor.
Til venstre i gelen vises en starrelsesstandard med fragmentstarrelser som vist pa figuren.
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DNA-molekyl med restriksjonssete for restriksjonsenzym 1 og 2:

Figur av gel etter elektroforese:

Kutt med Kuttmed Kuttmed Kutt med
enz 1 enzl+2 enzl+3 enz2+3

St.-standard A B & D

Starrelse i bp

900

800
700

600
500

400

300

200

100

a)

Lag en tegning av gel-figuren pa eget ark (fa med starrelsesstandarden) og tegn i spor A plasseringen til
fragmentene etter kutting av DNAmolekylet kun med restriksjonsenzym 1. (Arket scannes/leveres, info av
eksamensvaktene gis).

b)
| samme tegning som du laget i oppgave a : tegn i spor B i figuren, plasseringen til fragmentene etter kutting av
DNAmolekylet med bade restriksjonsenzym 1 og restriksjonsenzym 2.

c)
Restriksjonsenzym 3 har ukjent plassering av kuttesete i dette DNA-molekylet. Etter kutting med bade enzym 1 og

3 far man fragmentene som vises i spor C, og etter kutting med bade enzym 2 og 3 far man fragmentene som
vises i spor D. Hvor i DNA-molekylet ligger restriksjonssetet til enzym 37?

Gjengi DNA-molekylet (med kutteseteplassering for enz 1 og enz 2 tegnet pa) pa arket du allerede har tegnet gel-
figuren, og vis med pil hvor restriksjonsenzym 3 kutter.

719



ML-208 1 Molekylaerbiologi Candidate 7337
Skriv ditt svar her...

Svar qitt i vedlagt ark.
a) Restriksjonsenzym 1 gir band i gelen med starrelse 300 bp, 400 bp og 700 bp.

b) Restriksjonsenzym 1 og 2 sammen gir band med starrelse 150 bp, 250 bp, 300bp og 400 bp.

c) Restriksjonssetet til enzym 3 ligg pa 900 bp. Hadde den kutta aleine hadde vi fatt et band pa 900 bp og et
band pa 500 bp.

Besvart

Knytte handtegninger til denne oppgaven? 6310586
Bruk fglgende kode:

Handtegning 1 av 1

8/9



ML-208 1 Molekylaerbiologi

Candidate 7337

i coas gte Sublact co0e D i et
LIN0SB6 Q01 MU0 4337 “ I,
[
L pp‘%\ L-\ (_}r-r- b___ & Drawing area Tegneomrade
o g T enz 1 jenz 1+#4 Nz 143 |en2 A+3
® L bxp - % | Q - D :
& ®
o1 o
L
S e |
Riktig/Correct |
@ 101 m— e
OO (00 e
|
HOT) TETTEES | s
Im T [ —— e r— g
| | e ———
| . =
o R
1 1 > 3
C) alernadiv 1 s ki X
enzum 143 3 l l ‘
Tc:-muu%s.ju V; \V4 V4
g NN S H S I U N O O |
0 Yoo v o lowo D
QI\Z%MQ-*S'Q ID-OU ,qm
e o
™A ogl ) ngvl aMerngkiv 9]
L v
[ T W N T T T W A O T _
0 200 oo L A0 o 1oy 756
Do ke ;
Ved q60bp ) ! : o g(
! R
) |

9/9


http://internal-prod-print-913452300.eu-west-1.elb.amazonaws.com/file/ci/25730528/sketch

