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Totalt 60 poing

(Fragor 1-8, samt 11a-i: Joakim Norbeck, totalt 45 poéng;

Fragor 9-10, samt 11j-1: Lisbeth Olsson, totalt 15 poing).

Betygsgrinser: 30 podng = betyg 3, 39 poing = betyg 4, 48 poing = betyg 5

Forsok att halla svaren inom en sida/fraga
(OBS! detta dr inget krav, bara en rekommendation!)

1. Du studerar modell-véxten Arabidopsis thaliana for att hitta gener som &r
uttryckta endast 1 blad som behandlats med kemikalien X. Det enklaste forsoket blir
att rena fram mRNA fran behandlade och obehandlade/kontroll-blad, samt att
analysera genuttrycks-fordndringarna med hjélp av micro-array-analys. Du har
tillgang till oligonukleotid-array-systemet. Beskriv hur detta system fungerar pa
teknik-niva samt pa prov-niva, borja med mRNA och sluta med hur du ser skillnader i
gen-uttryck (5p).

cDNA och inmérkning, korta oligos, manga oligonukleotider/gen, match/mismatch-
rutor & ett prov/array

2. Du finner (sensationellt nog!) att mRNA fran en enda gen far ett kraftigt
fordndrat uttryck som respons till kemikalien X. Pa grund av att signalen pa vissa
delar av arrayen var usel sa dr det tyvirr osédkert vilka forutsagda exoner som finns
med i ditt mRNA, du vet dessutom inte var transkriptions-start och 3' poly(A)-site
ligger i sekvensen. For att ta reda pa hur den aktuella mRNA-molekylen ser ut sd vill
du nu gora ett komplett cDNA (dubbelstridngat!), som alltsa inkluderar bade 5' och 3'
danden av mRNA fran din gen. Beskriv hur detta gér till. (3p)

polyT-primer+reverstranskriptas, polyG addition till 3'dnde av cDNA, PCR med
polyC mot polyT.

(alternativt kan ni bestimma transkriptstart enligt "primer extension" och géra PCR
med polyT och primer mot 5'dnden av transkriptet)



3. Du har av olika anledningar skl att misstidnka att din ursprungliga vixt
(Arabidopsis) har fatt fordndringar i sin arvsmassa (=spontana mutationer) som
paverkar hur den reagerar pa kemikalien X. Eftersom detta var den forsta véixt som
man fick fram komplett DNA-sekvens ifran sa har man ett referens-genom att utga
ifran. Du har tur och sitter pa ett lab som just kopt de senaste "next-generation"
single-strand-sekvenserings-maskinerna frdn Helicos och fran Illumina/Solexa.
Beskriv hur man med en av dessa maskiner kan fa fram DNA-sekvensen for hela
genomet hos din lokala Arabidopsis-vixt, du far sjilv vilja vilken maskin du vill
anvénda (5p)

Fragmentera DNA (+eventuellt amplifierings-steg om ni kor illumina)
3'polyA-svans addition

polyT pa ytan

Fluorescenta baser

Deblocking av baser innan nésta bas adderas.

4. Frén sekvenseringen sa vet du nu att din favorit-gen dr muterad och du vill da
naturligtvis fa tillbaka ursprung-sekvensen. For att astadkomma det s behover du
mutera ett aminosyra-kodon i den gen som du nu har sittande i en plasmid (byte fran
CGG till ATC = Arginin till Isoleucin) med "megaprimer-metoden".

Nedan gives DNA-sekvensen uppstroms och DNA-sekvensen kring det muterade
understrukna kodonet (punkterna motsvarar en icke utskriven sekvens av baser):

CGTACAGGATCCATCATACTCATCATACTGC. ...
. .ATCCTGTCCCATAGTAACAACAACGGCGGTCAGCGGCATTGCATGC

Svaret pa denna fraga ska utgoras av primer-sekvenser om 10 baspar vardera (jag vet
att detta dr alltfor kort i verkligheten, men det ar tillriackligt for denna fraga..):

Skriv alltsa ner sekvenserna for dels (i) en uppstroms primer och dels (ii) for en
mutagen primer (markera sekvensen for de baser du dndrat for att byta ut CGG mot
ATC). Dessa bada primers ska tillsammans kunna ge er en "megaprimer" i en PCR-
reaktion. Uppstroms-primern ska ockséd dverlappa med ett tillgéingligt restriktions-
enzym site om 6 baspar, identifiera ldaget for detta site och markera det i sekvensen for
uppstroms-primern (4p)

Primersekvenser i ritt riktning och ldge med tydligt markerad mutation och
restriktions-enzym-site ("palindrom-sekvens")




S. Nair du nu har klonat och muterat ett bra cDNA frén din gen sa tillverkar du
med nagra raska molekylidrbiologiska steg en gen som kodar for ett fusions-protein
dér du kopplat pa en antikropps-epitop. Eftersom enzymet som du konstruerat med
en antikropps-epitop kommer fran en vixt fran borjan sa vill du nu fora in den
muterade genen med sin renings-domén i véxten igen. Stoppa alltsa in DNA fran din
gen i en "binary vector" och overfor din fusions-gen till en kultur av véxtceller m h a
Agrobacterium-systemet. Beskriv (i) vad som maste finnas pa en binary-vektor samt
(ii) hur det klonade/muterade stycket DNA pa denna plasmid fors in i vixtcellerna av
Agrobacterium (vad maste den aktuella Agrobakterium-stammen innehalla)? (6p)

(1) Left- and Right-flanking regions av T-DNA, Multiple cloning site och vixtmarkor
(bada ska sitta mellan flanking sites), Origins och markérer for Ecoli och
Agrobacterium.

(ii) Agrobacterium-stammen maste innehalla en plasmid med vir-generna

6. Transformationen gick bra, du star nu med en vixt som uttrycker ditt muterade
protein med en bra antikropps-epitop. Du har tillgang till en utmérkt antikropp mot
denna epitop, sa naturligtvis vill du nu rena ditt protein for att hitta interagerande
proteiner. Beskriv hur man utfér en co-immunoprecipitering (3p).

Proteinextrakt, blanda med antikropp (som kan vara bunden till nat slags kolonn-
material), bind upp antikropp med proteinA/G-agaroskulor, tvitta och eluera.

7. Efter co-immunoprecipiteringen sa vill du separera dina renade proteiner, och
eftersom du vill fa bdsta mojliga gel-separation sa bestimmer du dig for att kora tva-

dimensionell gel-elektrofores (2D-PAGE). Beskriv principerna for denna teknik samt
ge exempel pa hur du kan detektera icke-radioaktiv-inmérkta proteiner pa den fardiga

gelen (4p).

princip for isoelektrisk fokusering (surt pH vid pluspol och basiskt vid minus-polen)
princip for SDS-PAGE (roll av SDS och acrylamid, migrering mot pluspolen)
fargning (inte western-blotting!)

8. Co-immunoprecipiteringen verkar ha varit en succé, du fick tva prickar pa din
2D-PAGE-gel, varav den ena r ditt favoritprotein. Du har tillgang till en ESI-
Quadropol-TOF-mass-spektrometer. Hur fungerar en san mass-spektrometer, samt
hur skulle du ga tillvdga for att fa ut aminosyra-sekvens fran de okénda proteinerna pa
din gel (6p).

princip for Electrospray

vad dr en Quadropol?

hur funkar TOF?

Kollisions-cell

klipp prov med Trypsin

vad dr y- och b-serier och hur kan vi fa sekvens-information fran dom?



9.

Glukos-isomeras ar ett enzym som katalyserar omvandlingen av glukos till

fruktos. For att utnyttja detta enzym till en industriell applikation har man beslutat att
utvirdera om immobilisering av enzymet ar fordelaktigt. Man utvirderar tva olika
metoder:

10.

b)

Tvérbindning didr man anvénder glutar-aldehyd som tvédrbindande kemikalie
och collagen som bédrarmaterial.
Fysisk adsorption pa porost glass

Gor en principskiss som visar enzymet (E) och birarmaterialet (B). Dessutom
skall bindningen mellan biraren och enzymet indikeras (2p)

Ge tva fordelar och tva nackdelar med var av de tva immobiliserings-
metoderna (4p)

Lignocellulosa &r ett ramaterial som har stor potential som ravara i en rad

fermenteringsprocesser eftersom det &r ett billigt material som finns i stora méngder.
Materialet bestar av lignin, cellulosa och hemicellulosa. I den nya processen som skall
designas onskar man producera dpplesyra fran cellulosa. Rekombinant jast skall
anvéandas som produktionsorganism och innan jasningssteget skall man ha ett
hydrolyssteg

11.

a)

Beskriv cellulosans uppbyggnad (beskrivning skall inkludera bindningar) (2 p)

b) Beskriv vilka enzym som behdves for att hydrolysera cellulosa och vilka typer

c)

av reaktioner dessa enzymer katalyserar? (2 p)

Traditionellt har man anvént enzymer som produceras av Trichoderma for
hydrolysen. Man Onskar dka temperaturen for hydrolysprocessen och behover
da enzymer som har bittre termostabilitet &n Trichoderma-enzymerna har.
Hur kan man hitta sadana enzym? Ge ett motiverat forslag hur man kan géra
detta. (2p)

Ge en kort (ca 1-2 meningar) definition av foljande 11 termer/tekniker
(1 p/term = 12p totalt):

Dideoxynukleotid
Embryonala stamceller
T7-polymeras
BLASTP

Molecular beacons
Metabolic fingerprint
Cre-rekombinas
Lipofektion/Liposom
RNAIi

"Rational design"
"Directed evolution"
Michaelis-Menten kinetik
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