Elevvejledning til det Virtuelle Kraeftlaboratorium
Det Virtuelle Kreeftlaboratorium stiller krav til en grundig forstaelse af det centrale dogme inden for
molekylaerbiologien, hvordan DNA oversaettes til mMRNA, proteiners opbygning og brugen af statistisk t-test.

Formal
Formalet med gvelsen er fglgende fire punkter:

e atdutraenesiat genkende aminosyrer i en simpel proteinstruktur (pentapeptid = lille protein
bestaende af 5 (penta) aminosyrer)

e atdutraenesiat oversette DNA til dens komplementaere mRNA sekvens
e atdu/l foretager en simpel t-test baseret pa et gennemsnit

e atdiskutere, hvorledes onkogener og tumorsuppresorgener bliver udtrykt i en kraeftcelle vi forhold
til en normalcelle.

| det fglgende gives der vejledning til de dele af gvelsen, som stiller krav til ovenstaende punkter.
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(Du skal nu aversette strukturformlerne for de 6 peptider til deres aminosyrers 3-bogstavsforkortelser. I\>
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Her skal du kunne genkende hvilke aminosyrer, der indgar i hvert pentapeptid. Det kan anbefales, at man
har gjort sig bekendt med, hvordan en peptidbinding ser ud. Desuden anbefales det at kigge grundigt pa



aminosyrernes sidegrupper, da det ofte er denne som ”afslgrer” hvilken aminosyrer, som indgar. Fx er
tryptophan (trp) meget let genkendelig pga. dens store aromatiske sidegruppe:
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Der ggres opmaerksom p3, at hhv. bindinger, som er stiplede eller fede, kun markerer, om bindingen gar
"indad” (stiplet) eller “udad” (fed). Ofte opskrives strukturer saledes for at angive den sakaldte stereokemi
(den praecise placering af atomer i et molekyle) og for at give 2D billedet en forsimplet 3D-struktur. | gvrigt
benyttes hhv. stiplede og fede bindinger som hovedregel til sidegruppen i en aminosyre!

Hvis du kigger pa det fgrste pentapeptid (se billede ovenfor) vil du se, at den fgrste stiplede binding har en
CHs-gruppe i den ene ende. Dette vil sige, at denne CHs-gruppe er den fgrste aminosyrers sidegruppe. Det
ses i tabellen til hgjre i billedet, at den aminosyre, som passer med denne sidegruppe er Alanin (ala). Du
skal ikke tage dig af, at aminosyrerne i tabellen ikke indeholder stiplede og fede bindinger. Dette skyldes, at
tabellen er en forsimplet udgave.

Det kan evt. anbefales, at i arbejder i grupper, som tager sig af forskellige pentapeptider, saledes at | ikke
behgver Igse alle strukturer selv.

mRNA sekvenser
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Overset nu de angivne DMNA-sekvenser tl kemplementzr mRNA.

| denne del af gvelsen skal du skrive mRNA sekvensen under DNA sekvensen. Det er veerd at huske, at A
parrer med U, G parrer med C, C parrer med G og T parrer med A.



Udvaelgelse af mRNA sekvenser

Den genetiske kode
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De 6 pentapeptider
16 AAAAA
D m ELEEENS U |: ala-leu-trp-tyr-gly 4: phe-lys-asn-thr-val
2: his-pro-ala-his-cys 5: phe-asn-tyr-cys-trp
3: met-asp-ser-gln-ile brasp-gly-gin-arg-ser

Velg nu de 9 sekvenser, som du vil have pa din mikrochip. 6 af selvenserne koder for de tidligere

signalpeptider. Du kan bruge den genetske kode til at overseme mRNA-sekvenserne tl aminosyrekaeder. >
Huslk at en mRMNA-selkvens skal aflses fra 5'-enden med 3'-enden, samt at aflaesningen ikke behever starte
 fra det farste bagstav. J

Her skal du ud fra den genetiske kode udvaelge de sekvenser, som koder for de 6 pentapeptider. Du skal
huske, at sekvensen ikke behgver starte fra det fgrste bogstav, og at sekvensen godt kan vaere skrevet
bagfra. Fx kan fglgende mRNA-sekvens pa 10 nukleotider blive lzest pa 6 forskellige mader:

AAUUCGUACA:

3 forfra:

1 made: AAU-UCG-UAC (sidste A koder ikke for noget) = ans-ser-tyr

2 made: AUU-CGU-ACA (fgrste A koder ikke for noget) = ile-arg-thr

3 made: UUC-GUA (fgrste to A’er og sidste A koder ikke for noget) = phe-val
3 bagfra:

4 made: CAU-GCU-UAA (sidste A koder ikke for noget) = his-ala-stop

5 made: ACA-UGC-UUA (fgrste A koder ikke for noget) = thr-cys-leu

6 made: AUG-CUU (fgrste to A’er og sidste A koder ikke for noget) = met-leu

Det er ngdvendigt at teste alle de 18 sekvenser for at veere helt sikker. Det kan steerkt anbefales at i som
elever opdeler dette arbejde mellem jer, da det kan vaere ret tidskraevende.

Hint:



Sekvens nr. 16 kan aflaeses bagfra fra det 8. nukleotid. Herved vil det opdages, at denne sekvens koder for
protein nr. 4
3’-GUGCCACAAAAAUUUGCUUGGC-5’
< laeseretning
Val- thr-asn-lys- phe (protein 4 laest bagfra)

Analyse

O B *°

-0,003 0,617
0,131 0,746

O @

CACTGAATCTTACCATAGC COGAAATTGCGCAGCGETT CTGGGCCAGCAGTAGTTG

0,217 0,147 1,332

[Din chip blev scannet 20 gange. Gennemsnitsvaerdien ses ovenfor. Computeren har beregnet

B
standardafvigelsen dl 1,5. Ud fra dette kan du nu vurdere hvilke gener, der er opregulerede hhv. > 4
nedregulerede i kreficellerne.

) ]

| analysen skal det afggres, om et gen er opreguleret eller nedreguleret i kraeftcellen med 95 % sikkerhed.
Dette ggres ved at udfgre en simpel t-test for et gennemsnit pa malevaerdien. Nulhypotesen er, at der ikke
er nogen forskel pa kraeftcellen og den raske celle. Det kan vaere en hjalp at fglge nedenstaende trin:

1. Gegr dig klart hvilken vaerdi nulhypotesen har (Ho)

2. Hvad er gennemsnitsvaerdien (X)?

3. Hvad er standardafvigelsen (S)?

4. Hvor mange gange (N) er forsgget blevet kgrt?

5. Beregn t-vaerdien vha. Ligning 3.1 i Statistik i biologien

6. Hvilken t,-vaerdi fra t-tabellen skal der sammenlignes med (hvad er v og hvad er a)?

7. Konklusion: Kan der siges noget med 95% sikkerhed? Huvis ja, hvad kan der sa siges?



Diskussion
| diskussionen bgr | komme ind pa fglgende punkter:
e Huvilke af de testede gener er opregulerede/nedregulerede i kraeftceller
¢ Hvilke gener kan vaere onkogener, og hvilke kan vaere tumor-suppressor gener
e Hvor tager Tue Fast og Ove R. Setendel’s model fejl, og hvor har den sandsynligvis ret

Den ekstra gode diskussion

En rigtig god diskussion kunne ogsa komme ind pa eksempler pa relevante onkogener og tumor
suppressorgener, som er beskrevet i projektets litteraturafsnit. Fx kunne det diskuteres, om a&ndringer i
disse geners udtryk ville kunne ses i et DNA mikroarray eksperiment (dette er nemlig ikke altid tilfaeldet).
Hvad ville der fx ske, hvis det stykke DNA, som kodede for et gen kun blev aendret meget lidt (men et
essentielt sted), sdledes at mRNA’ets cDNA stadig ville kunne binde sig til chippen, men at det protein, som
mRNA’et ville blive transkriberet til ville veere ufunktionelt?

Desuden er det ogsa teenkeligt, at nogle gener i en kraftcelle vil blive muteret, uden at dette egentligt har
noget med kraeftudviklingen at ggre. Dette skyldes, at kraeftceller ofte ophober mange mutationer, hvorfor
det fx kunne taenkes, at en celle, som normalt producerede et fordgjelsesenzym, ville miste denne funktion,
nar den blev til en krzeftcelle — uden at fordgjelsesenzymet i sig selv har noget med kreaeft at ggre.



