TENTAMEN for KMBO056 - Molekylar Bioteknik
2011-10-22 em (V-salar)

Totalt 60 poing

(Fragor 1-8: Joakim Norbeck, totalt 45 po#ng;

Fragor 9-12: Lisbeth Olsson, totalt 15 poéng).

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

Forsok att halla svaren inom 1-2 sida/fraga (OBS! detta &r inget krav, bara en
rekommendation!). Se podngen som en ungefirlig indikator pa hur utforligt svaret bor

vara.

(OBS! Det kan finnas alternativa l6sningar pa fragorna, vélj i sa fall att presentera EN
strategi.)

Hjilpmedel: riknedosa men ej anteckningar



Fragor fran Joakim Norbeck pa avsnitten kring Molekylir Bioteknik

1.

I ditt projekt jobbar du med tolerans mot etanol hos jdstsvampen
Saccharomyces cerevisiae. Genom slumpmaéssig UV-mutagenes har du fatt
fram tio isolat av jdst-stammar som uppvisar 6kad talighet mot etanolen. For
att ta reda pa vad som skiljer stammarna fran vild-typen sa vill du sekvensera
deras genomiska DNA.

Du har en maskin fran 454/Pyrosekvensering. Beskriv med utgangspunkt fran
extraherat kromosomalt DNA fran din muterade jastsvamp: hur
pyrosekvenseringen fungerar (provberedning och sekvens-avldsning). samt
vad som dr den storsta killan till problem med denna teknik. (5 poédng).

fragmentera, linker<adapter-sekvense, emulsions-PCR, pyrosekvenseringsreaktionen
och ljusutsindning, fler &n 5 identiska baser i rad.

2.

Den enda gemensamma nimnaren for dina sekvenserade jdst-stammar &r att
genen YGL199W har ett muterat kodon som leder till ett utbyte av serin 250
till alanin. Sjalvklart vill du nu testa om uttryck av ditt protein med denna
mutation kan bidra till etanol-tolerans. Du har klonat YGL199W pa en
plasmid, beskriv hur du m h a megaprimer-mutagenes skulle férindra
serinkodon 250 till att koda for alanin. (4 podng)

uppstroms och nedstromsprimer samt dubbelriktad/mutagen-primer. 2 PCR-steg.
Ligering och transformation.

3.

Nu vill du veta hur transkriptionen paverkas av ett muterat serin 250. Du vill
alltsa jaimfora en muterad jdst-stam med en omuterad jédst-stam. Din mRNA-
kvantifiering kommer du att utféra m h a oligonukleotid-microarray. Beskriv
hur detta system fungerar pa teknik-niva samt pa prov-niva, bérja med mRNA
och sluta med hur du ser skillnader i gen-uttryck (5 poédng).

c¢DNA och inmirkning, korta oligos, manga oligonukleotider/gen, match/mismatch-
rutor & ett prov/array

4.

Eftersom manga geners expression pA mRNA niva fordndrades sa vill du nu se
om dessa fordndringar motsvaras pa protein niva. Du vill utfora ICAT-
kvantifiering av totala protein-uttrycket i muterad och omuterad YGL199W-
stammar. borja med protein-extrakt, beskriv sedan (i) principen for
kvantifiering m h a ICAT-analys och (ii) for sekvens-bestimning av peptider
via MS/MS (utfort m h a en ESI-Quadropol-TOF). (iii) I svaret ska ocksa inga
en kortfattad beskrivning av jonkéllan och analysator-delen av instrumentet.
(totalt 8 podng)

inmarkning med tungt/liatt ICAT-reagens pa cysteiner, trypsin, rening av ICAT-
mirkta peptider via Biotin/Streptavidin, ESI, Quadropol, kollisions-cell, TOF, y-/b-
serier, lds ut sekvens och méngd av varje peptid.

5.

Nir du nu dnda jobbar med proteiner sa vill du ocksa veta vilka proteiner som
YGL199W interagerar med samt om de &r beroende av serin 250. I dina
plasmider sétter du dérfor in en C-terminal TAP (Tandem affinity



purification)-tag for att kunna rena proteinet pa ett effektivt sitt. Beskriv
principen for TAP-rening. Svaret ska inkludera en beskrivning av TAP-
taggens relevanta delar samt hur proceduren att rena protein-komplex via
denna "tagg" gar till. (3 poidng)

TAP-taggen bestar av ProteinA och CBP, gor Protein-extrakt, IgG-kulor, TEV-
proteas, Calmodulin-kulor, EGTA.

6.

Eftersom YGL199W ir involverat i alkohol-tolerans sé vill du underséka om
ett homologt protein fran mus kan bidra till att skapa en modell f6r alkohol-
relaterade leverskador. I detta syfte vill du fa fram en mus som saknar det
aktuella homologa proteinet i sin levervdavnad. Beskriv hur du skulle ga till
véga. (i) Hur skulle gen-konstruktionerna se ut, (ii) hur far du in dessa i varje
cell i vuxna moss och (iii) hur avldgsnas genen ifraga i levercellerna.

(totalt 6 podng)

Markor-gen och ursprunglig gen med LoxP-sites pa varje sida och med flankerande
homologi, positiv-negativ selektion, transformation av ES-celler, Blastocyst in i
pseudogravid mus-> Chimeric mice, korsa och identifiera moss med konstrukt, korsa
med mdss som uttrycker Cre-rekombinas efter leverspecifik promotor..

7.

Du vill ocksa skapa en potatis-sort som uttrycker en muterad version av en
vixthomolog till YGL199W. Labbet har just kopt en "gene-gun" som du vill
prova for att den later pang! Det spelar ingen storre roll var din gen-
konstruktion hamnar i vixtens genom. Beskriv kortfattat stegen fran icke gen-
modifierat potatisblad till en groende gen-modifierad potatis-planta samt hur
ditt introducerade DNA-fragment skulle se ut. (4 poédng)

gen kopplad till markor, skjut in i bladet (DN A/tungsten-kulor), cell-suspension,
regenerering.

8.

Beskriv foljande 10 termer i 1-3 meningar och/eller nagon figur.

Forklara dven kortfattat betydelsen av varje term for molekylir bioteknik.
(1 podng/term = totalt 10 podng)

a. RNaseH

b. Immunoprecipitering

c. TBLASTX

d. Molecular Beacon

e. Orbitrap

f. Tva-hybrid-screening

g. Meta-genom

h. BLOSUM-matris



i. RT-QPCR

j- Blé/vit-selektion

Fragor fran Lisbeth Olsson pa avsnittet Enzymteknik

9.

Vid produktion av bioethanol, sa ir ett led i framstéllningsprocessen att man
genomfor en enzymatisk nedbrytning av cellulosa. Detta process-steg dr dyrt
och man arbetar dirfor med olika strategier for att minska kostnaden i detta
steg.

Vilka enzymgrupper behovs for att bryta ner cellulosa? Namnge varje grupp
och beskriv hur de medverkar till hydrolysen av cellulosa, genom att beskriva
vilken typ av bindning dessa enzym kan bryta (3 poédng)

. Definera och beskriv skillnaden mellan directed evolution och protein

engineering (Svaret skall ta upp fordelar och nackdelar med metoderna)
(2 poéng)

I arbetet med att forbéttra den enzymatiska hydrolysen har man for avsikt att
genomfora hydrolysen vid hogre temperatur. Dock har man kommit fram till
att de enzymer man anvinder har ett temperatur-optimum pa 45°C. Varfor
Okar aktiviteten med temperaturen och vad hidnder ndr man passerat enzymets
temperatur-optimum? (2 podng)

. Eftersom man girna vill anvinda enzymet vid hogre temperature dn 45°C

beslutar man sig for att forbattra enzymets egenskaper. Ge ett forslag pa hur
man kan ga tillvdga for att na detta mal vid anvidndning av directed evolution
och ett forslag vid anvéndning av protein engineering (2 poidng)



10.

11.

12.

Henrik har under ldngre tid arbetat med utveckling av glukos-isomeras och
han har precis genomfort en kinetisk studie. Henrik har métt enzymaktiviteten
vid en glukoskoncentration pa 0.25,0.5, 1, 2, 5 och 10 mM. De motsvarande
uppmiitta enzymaktiviterna var 0.64, 1.09, 1.68, 2.31,2.94 och 3.30 U. Hjilp
honom att berdkna Km och Vmax. Ditt svar skall innehélla viarden for Km och
Vmax (inklusive enheter), samt @ven redogora for hur dessa vdrden beridknats

(3 podng)

Henriks chef ber Henrik att bestimma xylosens inhiberande verkan pa
glukos-isomeras och bestimma Ki virdet. Ge forslag pa hur han skall gora.
Forslaget skall tdcka bade vilka experiment som behdver genomféras och hur
man skall kunna rikna fram Ki (2 poéng)

For att forbittra stabiliteten av glukos-isomeras beslutar man att immobilisera
enzymet genom tvérbindning. Ndmn en fordel och en nackdel med att anvéinda
en sadan immobiliseringsmetod, samt vilken paverkan en immobilisering
formodas ha pé de kinetiska egenskaperna (1 poéng)



