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Oppgave I (50 poeng)
Bare ett av alternativene er riktig for spørsmålene nedenfor!
1. Noen aminosyrer har 2 karboksylgrupper og én aminogruppe. For disse aminosyrene gjelder følgende:

a) Det isoelektriske punktet er lavere enn 7

b) Det isoelektriske punktet er høyere enn 7

c) Et slik molekyl kan ikke ha nettoladning = 0 og har derfor ikke et isoelektrisk punkt.

2. Aminosyren arginin har formelen 
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og følgende pKa-verdier:

pKa1 (α -COOH) = 2.17

pKa2  (α-NH2) = 9.04

pKa3   (Guanidino) = 12.48

Hva er det isoelektriske punktet for arginin?

a) 5,61

b) 7,33

c) 10,76

d) 11,85

e) 7,90
f) arginin har ikke noe isoelektrisk punkt.
3. Du har fått utlevert et hvitt pulver, med beskjed om at det er et ren biologisk forbindelse av en type du har undersøkt i løpet av MBV2020-kurset. Din oppgave er å finne ut hva slags forbindelse det er. Du utfører en rekke forskjellige analyser og finner ut at:

· Pulveret er løselig i vann.

· Løsninger av pulveret er fargeløse.

· Dersom løsninger av pulveret gelfiltreres på en Sephadex G-100-kolonne kommer alt materiale ut i void-volumet.

· Etter fraksjonering av en løsning av pulveret ved elektroforese i en polyakrylamidgel og farging med Coomassie Blue ser du ingen bånd.

· Pulveret gir ikke fargete produkter etter behandling med ninhydrin

· Behandling av pulveret med anthronreagens gir blåfarge.

· 50 mikrogram av stoffet løst i 3 ml vann har en absorbans ved 260 nm på 0,3 og ved 280 nm på 0,18.

Basert på disse resultatene konkluderer du at pulveret er:
a) ATP

b) Aminosyren prolin

c) Glukose

d) Et nitrogenholdig sukker

e) Et protein

f) En nukleinsyre

g) Et lipid

h) Det er ikke mulig å trekke sikre konklusjoner

4. Biuretreagenset gir blåfarge med proteiner og andre forbindelser som inneholder mer enn en peptidbinding. Reagenset består av:
a) Koppersulfat løst i en NaOH-løsning

b) 1 % biuret løst i en NaOH-løsning

c) 1 % biuret løst i vann

d) 1 % orcinol løst i vann

e) En citratbuffer med pH 4,6

5. Proteiner kan hydrolyseres til aminosyrer ved behandling med syre ved høy temperatur. Du har en løsning av et protein som du hydrolyserer til aminosyrer ved slik behandling. Så behandler du den opprinnelige proteinløsningen og hydrolysatet med ninhydrin. Hvilket resultat forventer du?
a) De to prøvene gir begge farge med ninhydrin, og fargeintensiteten er den samme

b) De to prøvene gir begge farge med ninhydrin, og proteinet gir sterkere farge enn hydrolysatet.

c) De to prøvene gir begge farge med ninhydrin, og hydrolysatet gir sterkere farge enn proteinet.

d) Proteinet gir farge med ninhydrin, mens hydrolysatet ikke gir farge.

e) Hydrolysatet gir farge med ninhydrin, mens proteinet ikke gir farge.

6. Du har renset glykogen fosforylase fra potet og klart å fjerne alle andre enzymer. Du løser det rene enzymet i en citratbuffer og tilsetter glykogen. Hva vil skje?
a) Glykogenet vil gradvis brytes ned.

b) Det vil gradvis bli dannet mer glykogen.

c) Mengden av glykogen forblir den samme.

d) Det blir dannet et rødbrunt kompleks.

e) Det treverdige jernatomet i enzymet vil reduseres til toverdig.

7. Hvilken av uttalelsene om enzymer nedenfor er IKKE riktig?
a) Enzymer kan miste aktiviteten ved oppvarming.

b) Enzymer gir høyere reaksjonshastighet ved å redusere aktiveringsenergien.

c) Enzymer gir høyere reaksjonshastighet ved å øke aktiveringsenergien.

d) Reaksjonshastigheten for en enzymkatalysert reaksjon kan variere med temperaturen
8. Fosforylaser er enzymer som:

a) hydrolyserer fosfatholdige forbindelser

b) overfører fosfat fra ATP til et mottakermolekyl.

c) spalter forbindelser i to deler, hvorav en får påsatt en fosfatgruppe.

d) Gjør at organismer som inneholder dem lyser i mørket.

e) Inngår i elektrontransportkjeden
9. Furfuraler reagerer med fenoler og aminer via 

a) Sin aldehydgruppe

b) Sin C=C-dobbeltbinding

c) Den sykliske eterbindingen

d) Sin alkoholgruppe

e) Et karbohydrat som fungerer som bro mellom furfuralforbindelsen og fenolen/aminet
10. Du har fått dannet et blåfarget kompleks mellom jod og amylose. Du varmer opp løsningen, og blåfargen forsvinner. Du avkjøler så langsomt, og blåfargen kommer tilbake. Hva skjer?

a) Fosforylasen katalyserer en svakt endoterm reaksjon, slik at oppvarming ifølge le Chateliers prinsipp vil drive reaksjonen mot høyre. Amylosen brytes altså ned og gir ikke lenger farge med jod. Ved langsom avkjøling gjendannes høymolekylær amylose, og fargen kommer tilbake

b) Jodmolekylene sublimerer under oppvarmingen og vil fjernes fra løsningen. Når blandingen avkjøles kommer de tilbake og gjendanner det blåfargede komplekset

c) Hydrogenbindingene som holder amyloseheliksen sammen brytes ved oppvarming. Amylosen kan da ikke lenger danne et farget kompleks med jod. Under avkjølingen gjendannes hydrogenbindingene og komplekset, og fargen vender tilbake.

d) Amylasen ptyalin vil i likhet med andre proteiner denatureres ved oppvarming. Langsom avkjøling kan gi renaturering og ny farge

e) Det er fosfatgruppene i amyloseryggraden som binder jod og gir farge. Denne bindingen brytes ved oppvarming og gjendannes ved avkjøling

11. For ikke-kovalente bindinger gjelder følgende:

a) De er betydelig svakere enn kovalente bindinger.

b) Ikke-kovalente bindinger omfatter ikke hydrogenbindinger.

c) Ikke-kovalente bindinger omfatter disulfidbroer.

d) De er ikke elektrostatiske av natur.

e) Ingen av alternativene ovenfor er riktige.

12. Ionebytterkromatografi er en metode for rensing av proteiner som:

a) bygger på forskjeller i ioniske egenskaper mellom molekyler.

b) bygger på omdanning av positive ladninger til negative ladninger.

c) krever dannelsen av et elektrisk felt.

d) separerer proteiner ut fra størrelsen.

e) utføres ved proteinets pI.

13. Hvilken av uttalelsene nedenfor om enkel Michaelis-Menten-kinetikk er korrekt?

a) Km x [ES] = Vmax. 

b) Km er den substratkonsentrasjon som fører til en reaksjonshastighet som er den halve av Vmax.

c) Km uttrykkes i de samme enheter som reaksjonshastighet (f. eks. mol/sekund).

d) Km er den konsentrasjon av substrat som fører til at alt enzym foreligger som enzym-substratkompleks.
e) Km viser til det hastighetsbegrensende trinn i en enzymkatalysert reaksjon.

14. Hvilken av følgende uttalelser er FEIL?

a) En reaksjon må ikke nødvendigvis skje med påvisbar hastighet selv om likevektskonstanten er fordelaktig for reaksjonen.

b) Etter at et enzym har katalysert en reaksjon er det funksjonelle enzymet tilgjengelig for katalyse av reaksjonen på ny.

c) Substratet bindes til enzymets aktive sete.

d) For S → P forskyver et enzym likevekten mot høyre.

e) Hastigheten for en reaksjon vil bli lavere dersom temperaturen senkes.

15. Hvilke produkter dannes dersom du behandler DNA med 5 % trikloreddiksyre (TCA) ved 90 ºC i 15 minutter?
a) DNA er stabilt ved denne behandlingen
b) Mononukleotider

c) Nukleosider og uorganisk fosfat

d) Pyrimidinnukleosider, puriner, deoksyribose og uorganisk fosfat.

e) Puriner og pyrimidiner, deoksyribose og uorganisk fosfat

f) CO2, NH3 og uorganisk fosfat.

Oppgave II (25 poeng)
Du har fått utlevert en løsning som inneholder 0.1 mikrogram/ml av et enzym med molekylvekt 20 000. 
a) Hva er den molare konsentrasjonen av enzymet?

Svar: 0,1 mikrogram/ml = 0,1 mg/l = 10-4 g/l = 10-4 g/l / 20 000 g/mol = 5 x 10-9 M
Dette enzymet katalyserer en reaksjon hvor det dannes et farget produkt som absorberer lys ved 550 nm med en molar absorbsjonskoeffisient ε = 1000 M-1 cm-1. Du har en 10 mM løsning av substratet for denne reaksjonen, og setter opp en reaksjonsblanding hvor du blander sammen 1 ml substratløsning, 0,5 ml buffer og 1,4 ml vann og plasserer blandingen i et vannbad ved 37 ºC. Du starter reaksjonen ved å tilsette 100 µl enzym til blandingen. Etter å ha latt reaksjonen forløpe i 10 minutter avleser du absorbansen ved 550 nm og finner at den er 0,3 ved en lysvei på 1 cm.
b) Hvor mye produkt (i mol) har blitt dannet?
Svar:Konsentrasjonen av produkt blir 0,3/1000 M = 0,3 mM
Mengden produkt i 3 ml er 0,3 x 10-3 mol/l x 3 x 10-3 l = 0,9 x 10-6 mol = 0,9 µmol.
c) Hvert substratmolekyl gir ett produktmolekyl i reaksjonen. Hvor stor andel (i prosent) av substratet har blitt omsatt til produkt?
Vi startet med 1 ml 10 mM substratløsning, altså 10 µmol. 9 % er omsatt.
d) For enzymer er det ofte interessant å beregne omsetningstallet eller turnovertallet, som er antall substratmolekyler som et enzymmolekyl omdanner til produkt i løpet av ett sekund. Hva er turnovertallet for enzymet i reaksjonen ovenfor?
Vi har 5 x 10-13 mol enzym i reaksjonsblandingen, som danner 0,9 x 10-6 mol produkt på 10 minutter. Det tilsvarer 1,8 x 106 mol produkt pr. mol enzym på 10 minutter, eller 3000 molekyler produkt pr enzymmolekyl pr. sekund 
Oppgave III (25 poeng)
a) Tegn formelen for ATP.

b) ATP absorberer UV-lys ved 260 nm. Hvilken del av molekylet er det som absorberer lys i dette området.
Svar: Adenin / den heterosykliske basen
c) Syntesen av aminoacyl-tRNA skjer ut fra følgende bruttoligning:

Aminosyre + ATP + tRNA ↔ aminoacyl-tRNA + AMP + PPi

Tenk deg at du bestemmer mengden uorganisk fosfat i en ATP-løsning etter behandling av løsningen med 1 M HCl ved 100 ºC i 15 minutter og sammenligner med mengden uorganisk fosfat i løsningen etter at alt ATP hadde reagert ifølge reaksjonsligningen ovenfor, fulgt av syrebehandling som over. Hvilket resultat vil du forvente?
Svar: Ingen endring av mengden syrelabilt fosfat. Hvert ATP-molekyl vil gi ett pyrofosfatmolekyl, som hydrolyseres til to fosfatmolekyler ved syrebehandlingen
d) Heksokinase katalyserer overføring av en fosfatgruppe fra ATP til glukose, slik at det dannes glukose-6-fosfat. Du ønsker å benytte denne reaksjonen til å bestemme glukosekonsentrasjonen i en løsning. Du utfører dette på følgende måte:
Du blander sammen 0,5 ml av en 10 mM ATP-løsning med 0, 1 ml buffer og 0.3 ml av glukoseløsningen, og starter så reaksjonen ved å tilsette 0,1 ml heksokinaseløsning. Du inkuberer blandingen ved 37 ºC i 15 minutter og kan da regne med at reaksjonen har gått fullstendig, slik at all glukose har blitt overført til glukose-6-fosfat. Så bestemmer du mengden syrelabilt fosfat ved syrebehandling som i c) ovenfor. Du finner at du har 8,0 µmol fosfat i blandingen etter reaksjonen. Hva var konsentrasjonen av glukose i den opprinnelige glukoseløsningen?
Svar: Dersom intet ATP ble forbrukt ville jeg ventet at de 5 µmol ATP jeg har i reaksjonsblandingen ville gi 10 µmol uorganisk fosfat. Jeg finner 8 µmol, hvilket vil si at 2 µmol fosfat har blitt syrestabilt ved overføring til G-6-P. 0,3 ml glukoseløsning inneholder altså 2 µmol glukose, løsningen er altså 6,7 mM
Bonusoppgave (5 tilleggspoeng)

Mange steder i Norge er det populært å drikke ”kaffedoktor”, en blanding av kaffe og etanol, helst hjemmelagd. Oppskriften på kaffedoktor kan variere fra sted til sted, men noen steder blir det anbefalt å lage den som følger:

1. Legg en blank mynt i bunnen av kaffekoppen.

2. Hell på kaffe inntil mynten ikke lenger kan sees.

3. Fyll på med sprit inntil mynten så vidt kan sees igjen.

Forklar ved hjelp av Beer-Lamberts lov hvorfor dette kan bli en farlig drikk dersom kaffekoppen er sylindrisk!
Svar: Ved påfylling av kaffen tilsetter jeg så mye kaffe at mynten ikke synes lenger, det vil si at det blir absorbert så mye lys fra mynten gjennom kaffen til at øyet mitt ikke lenger kan se den. Konsentrasjonen av kaffen er konstant, så her er det lysveien som blir lenger etter hvert som jeg fyller på mer kaffe. La oss si at en lysvei på k cm er det som skal til for at mynten ikke vil synes. Sett at jeg nå fyller på like mye sprit som det er kaffe i koppen. Kaffekonsentrasjonen halveres, men samtidig blir lysveien dobbelt så lang (2k). Like mye lys vil absorberes i løsningen som før spriten ble tilsatt. Dersom jeg tar dobbelt så mye sprit blir konsentrasjonen 1/3 og lysveien 3 ganger større (3k). Uansett hvor mye sprit jeg fyller på vil altså mynten ikke bli synlig, slik at kaffedoktoren vil få et digert volum og bli veldig sterk dersom oppskriften følges.
English version
Exercise I (50 points)

For the questions below, only one of the alternative answers is correct!

Some amino acids have 2 carboxyl groups and one amino group. For these amino acids the following is true:

a) The isoelectric point is lower than 7

b) The isoelectric point is higher than 7

c) Such a molecule cannot have a net charge = 0 and consequently has no isoelectric point.

2. The amino acid arginine has the structure
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and the following pKa values:

pKa1 (α -COOH) = 2.17

pKa2  (α-NH2) = 9.04

pKa3   (Guanidino) = 12.48

What is the isoelectric point for arginine?

a) 5,61

b) 7,33

c) 10,56

d) 11,85

e) 7,90
f) Arginine does not have an isoelectric point.

You are given a white powder and informed that it is a pure biological compound of a type you have studied during the MBV2020 course. Your task is to identify the type of compound. You perform several types of analyses and find that:

· The powder dissolves in water.

· Solutions of the powder are colorless.

· If you perform a gel filtration of a solution of the powder, all material is eluted in the void volume.

· After fractionation of a solution of the powder by polyacrylamide gel electrophoresis and staining with Coomassie Blue, no bands can be seen.

· The powder does not give colored products after treatment with ninhydrin. 
· 50 micrograms of the compound dissolved in 3 ml of water has an absorbance of 0.3 at 260 nm and 0.18 at 280 nm
Based on these results you conclude that the powder is

a) ATP

b) The amino acid praline

c) Glucose

d) A nitrogen-containing sugar

e) A protein

f) A nucleic acid

g) A lipid

h) A definite conclusion cannot be drawn

4. The biuret reagent gives a blue color with proteins and other compounds that contain more than one peptide bond. The reagent consists of:

a) Copper sulphate dissolved in a NaOH solution

b) 1 % biuret dissolved in a NaOH solution

c) c) 1 % biuret dissolved in water

d) 1 % orcinol dissolved in water

e) A citrate buffer with pH = 4.6

5. Proteins can be hydrolyzed to amino acids by treatment with acid at a high temperature. You have a solution of a protein that you hydrolyze to amino acid by such a treatment. Afterwards, you treat your original protein solution and the hydrolysate with ninhydrin. What kind of results do you expect?
a) The two samples both give color with ninhydrin, and the color intensities are identical.

b) The two samples both give color with ninhydrin, and the protein gives a stronger color than the hydrolysate.

c) The two samples both give color with ninhydrin, and the hydrolysate gives a stronger color than the protein

d) The protein gives a color with ninhydrin, while the hydrolysate does not give a color.

e) The hydrolysate gives a color with ninhydrin, while the protein does not give a color.

6. You have purified glycogen phosphorylase from potato and managed to remove all other proteins. You dissolve the pure enzyme in a citrate buffer and add glycogen. What will happen?

a) The glycogen will gradually be degraded.

b) Gradually, more glycogen will be produced.

c) The amount of glycogen will remain constant. 

d) A reddish brown complex is formed

e) The trivalent iron atom in the enzyme will be reduced to divalent iron.

7. Which of the statements below concerning enzymes is NOT correct?
a) Enzymes may loose their activity when they are heated.

b) Enzymes increase the reaction rate by reducing the activation energy.

c) Enzymes increase the reaction rate by increasing the activation energy.

d) The rate of an enzymatic reaction may change if the temperature is changed.

8. Phosphorylases are enzymes that:

a) hydrolyze phosphate-containing compounds.

b) transfer phosphate from ATP to an acceptor molecule

c) split compounds in such a way that one of the products has an attached phosphate group

d) makes the organism that contain them glow in the dark.

e) are involved in the electron transport chain.

9 Furfurals react with phenols and amines trough 

a) their aldehyde group

b) their C=C double bond

c) their cyclic ether linkage

d) their alcohol group

e) a carbohydrate that functions as a bridge between furfural compounds and the phenol/amine.

10 You have formed a blue complex between iodine and amylose. you heat up the solution, and the color disappears. If you cool down slowly, the color reappears. What is happening?

a) The phosphorylase catalyzes a weakly endothermic reaction, so that heating up according th le Chatelier’s principle will drive the reaction towards the right. Consequently, the amylose is degraded and no longer will form a colored complex with iodine. During the slow cooling-down, high molecular weight amylose is produced again and the color returns.

b) The iodine molecules sublime during the heating and are removed from the solution. When the solution is cooled down, they return and the blue complex is formed once more.

c) The hydrogen bonds that stabilize the amylose helix are broken when heated. Slow cooling-down allows renaturation and formation of color.

d) Like other proteins, the amylase ptyalin will denature when heated. Slow cooling down allows the protein to renature and the color returns.

e) It is the phosphate groups in the amylose backbone that bind iodine and give the color. These bonds are broken during heating-up and will form again when the solution is cooled.

11. Noncovalent interactions among molecules:

a) are significantly weaker than covalent interactions 

b) do not include hydrogen bonds 

c) include disulfide bridges 

d) are not electrostatic in nature 

e) none of the above
Ion exchange chromatography is a protein purification method that:

a) is based on the difference in ionic properties between molecules 

b) is based on the transformation of positively charged proteins into negatively charged ones 

c) requires the creation of an electric field 

d) separates proteins according to their size 

e) is performed at the protein’s pI
Which statement regarding simple Michaelis Menten enzyme kinetics is correct? 

a) Km x [ES] = Vmax. 

b) Km is the concentration of substrate required to achieve half of Vmax. 

c) Km is expressed in units of reaction velocity (e.g. mol/s). 

d) Km is the concentration of substrate required to convert half the total enzyme into the ES complex. 

e) Km refers to the rate limiting step in enzyme reaction.

1. Which of the following statements is FALSE?

a) A reaction may not occur at a detectable rate even though it has a favorable equilibrium

b) At the end of an enzyme-catalyzed reaction, the functional enzyme becomes available to catalyze the reaction again.

c) Substrate binds to an enzyme's active site.

d) For S → P, a catalyst shifts the reaction equilibrium to the right.

e) Lowering the temperature of a reaction will lower the reaction rate.

15. What products are formed if DNA is treated with 5 % trichloroacetic acid (TCA) at 90 ºC for 15 minutes?

a) DNA is stable upon such treatment

b) Mononucleotides

c) Nucleosides and inorganic phosphate

d) Pyrimidine nucleosides, purines, deoxyribose and inorganic phosphate

e) Purines and pyrimidines, deoxyribose and inorganic phosphate

f) CO2, NH3 and inorganic phosphate
Exercise II (25 points)

You are given a solution containing 0.1 micrograms/ml of an enzyme with a molecular weight of 20 000.

a) What is the molar concentration of the enzyme?

The enzyme catalyzes a reaction producing a colored product that absorbs light at 550 nm with a molar absorbtion coefficient ε = 1000 M-1 cm-1. You have a 10 mM solution of the substrate of the reaction and set up a reaction mixture where 1 ml of the substrate solution is mixed with 0.5 ml of a buffer and 1.4 ml of water. The mixture is placed in a water bath at 37 ºC and the reaction is started by the addition of 100 µl of enzyme. After 10 minutes, the absorbance at 550 nm is measured and you find it to be 0.3 at a light path length of 1 cm. 
b) How much product (in moles) has been produced?

c) Each substrate molecule gives rise to one product molecule in the reaction. What fraction (in percent) of the substrate has been transformed to product)
d) For enzymes, it is often interesting to calculate the turnover number, which is the number of substrate molecules that one enzyme molecule will transform to product per second. What is the turnover number of the enzyme in the reaction above?

Exercise III (25 points)

a) Draw the structure of ATP.

b) ATP absorbs UV-light at 260 nm. What part of the molecule absorbs light in this region of the spectrum?

c) Aminoacyl-tRNA is produced according to the reaction below:

Amino acid + ATP + tRNA ↔ aminoacyl-tRNA + AMP + PPi

Imagine determining the amount of inorganic phosphate in an ATP solution after treatment with 1 M HCl at 100 ºC for 15 minutes and comparing with the amount of inorganic phosphate present after reaction of all the ATP according to the equation above, followed by treatment with acid as above. What result would you expect?
d) Hexokinase catalyses the transfer of a phosphate group from ATP to glucose, so that glucose 1-phosphate is formed. You wish to exploit this reaction to measure the glucose concentration in a solution. You perform the analysis as follows:
You mix 0.5 ml of a 10 mM ATP solution with 0.1 ml buffer and 0.3 ml fo the glucose solution and start the reaction by adding 0.1 ml hexokinase solution. The mixture is incubated at 37 ºC for 15 minutes, after which you can assume that all glucose has been transformed to glucose 1-phosphate. You then determine the amount of acid-labile phosphate as in c) above. You find 8.0 µmoles of phosphate in the mixture after the reaction. What was the concentration of glucose in the original glucose solution?
Bonus exercise (5 additional points)

Many places in Norway (and elsewhere I imagine) it is popular to drink “coffee doctor”, which is a mixture of coffee and alcohol, preferably distilled at home. The recipes of coffee doctor vary from place to place, but some places this is what is recommended:
1. Put a silver coin in the bottom of the coffee cup,

2. Pour coffee into the cup until you no longer can see the coin,

3. Add alcohol until the coin again becomes visible.

Using Beer-Lamberts law, explain why the resultant mixture may be dangerous to drink if the coffee cup is cylindrical!
