TENTAMEN for KMBO056 - Molekyliar Bioteknik
2012-01-12 em (V-salar)

Totalt 60 poing

(Fragor 1-8: Joakim Norbeck, totalt 45 poéng;

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.

Hjialpmedel: riknedosa men ej anteckningar



Fragor fran Joakim Norbeck pa avsnitten kring Molekyléir Bioteknik

1. Din forskargrupp ér av synnerligen oklar anledning intresserad av att isolera
gener vars uttryck och splicing-former &r specifika for vdavnad fran nibben hos
australiskt ndbbdjur (Platypus), vars hela genom nyligen blev sekvenserat. Din
kollega tar en liten nébb-biopsi fréan sitt senaste forsoksdjur och ger till dig,
varefter din uppgift blir att konstruera ett cDNA-bibliotek fran denna vivnads-
bit. Beskriv de steg som maste utféras med startpunkt i mRNA isolerat fran
nibb-vivnaden, till att hela biblioteket foreligger som plasmider i E.coli.
Observera att det dr absolut nddvéndigt att alla cDNA ér av full-léangd.

(7 poéng)

polyT-primer, revers-transkriptas, biotinylera mRNA, RNasel, isolera cDNA/mRNA
hybrid, RNaseH tar bort mRNA, ldgg till polyG pa 3'dnde, polyC-primer, kloning av
produkt i klippt plasmid, transformation och selektion i E.coli.

2. Du gor ocksd cDNA-bibliotek fran andra vdvnader av nibb-djuret med
avsikten att med hjilp av DNA-sekvensering avgora vilka gener som har
annorlunda splicing-former i ndbben. En san studie kan bara utforas med
"next-generation sequencing", och ni har tur som har tillgang till
Illumina/Solexa-systemet. Beskriv hur detta system fungerar med avseende pa
provberedning och sekvens-resultat. Borja med isolerat DNA och sluta med en
kortfattad beskrivning av hur det gar till att sammanstilla sekvensen av hela
cDNA-molekyler . (6 poédng)

Fragmentera DNA, ldgg till adapters/linkers pa dndarna av fragmenten, glasplatta med
komplementira oligonukleotider anvinds for att fasta in enstaka DNA-fragment pa
slumpvisa platser, PCR-reaktion for att skapa flickar av 1000-tals identiska fragment,
Sekvenseringsreaktion med blockerade nukleotider, 14s av ljus i olika vagliangder (en
fiarg/bas-typ), de-blockera, nésta bas.... korta sekvenser pusslas ihop i en dator.

3. Studiet av dina cDNA-bibliotek ger dig en massa information om forédndringar
pa mRNA niva, och du vill nu ockséa undersoka hur protein-sammansittningen
skiljer sig 4t mellan proverna. Du ir inte riktigt lika vélutrustad for dessa
studier, sa du far halla tillgodo med att anvénda tva-dimensionell gel-
elektrofores (2D-PAGE). Beskriv hur separation av proteiner fran ett tidigare
framstillt protein-extrakt utféres med denna teknik. Svaret ska ocksa innehalla
hur du avser att detektera de separerade proteinerna och en motivering till
varfor du véljer denna detektionsmetod. (5 poéng)

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!)

4. En hel del proteiner verkar vara niarvarande endast i proverna fran Platypus-
nibb och du vill naturligtvis veta vilka gener de motsvarar. Ditt lab dr som
sagt inte sa vél-utrustat, men en ESI-kopplad till en jonfilla finns att tillga.
Beskriv hur du kan identifiera dina separerade proteiner fran 2D-PAGE med



hjilp av denna mass-spektrometer. Beskriv dven kortfattat principen for denna
mass-spektrometers jon-kélla och mass-analysator (4 poing)

Trypsin, elektrospray (sur I6sning som avdunstar, acceleration av laddade peptider),
jonfdllan fangar in peptiderna, variation i elektroders spanningar sldpper ut en massa
at gangen. Peptidfingeravtryck jamfors med teoretiskt framridknade fingeravtryck.

5. Eftersom du under din studietid gick en kurs i molekylar bioteknik, sa vet du
ju att langden av polyA-svansen pa 3' &anden av mRNA kan variera. Du vill
undersoka detta genom att isolera en fraktion av mRNA med véldigt kort
polyA-svans och en fraktion med lang polyA-svans och sedan jamfora vilka
mRNA som ér olika hogt representerade i de bada fraktionerna med hjilp av
spotted microarray.

a. Beskriv hur du skulle ga tillviga for att f4 fram de bada fraktionerna av
mRNA (2 poéng)

bind in till polyT-kulor, eluera vid olika temperatur.

b. Beskriv hur du skulle fa fram expressions-skillnader med hjélp av
spotted microarray-systemet. Svaret ska innehélla en redogorelse
for prov-hanteringen, av vad som finns pa microarrayen samt hur
skillnaderna i expression avléses (4 podng)

cDNA inmiérkning, tva olika féarger, en gen/punkt, ratio mellan signalerna.

6. Ett protein verkar sérskilt intressant da det dr bade hogt uttryckt och dessutom
i sitt mRNA har en exon som ir specifik for nibb-vivnaden. En gen med
oerhort hog homologi aterfinns i mus-genome. Du vill testa om den nébb-
specifika exonen dr viktig for nosens utveckling i moss och du vill déarfor
ersétta den aktuella exonen med ett LoxP-site. Hur skulle du ga tillviga for att
astadkomma en homozygot mus som helt saknar exonet i sitt genom (ersatt
med LoxP-sitet)? (6 poidng)

Markor-gen med flankerande homologi och LoxP-sites pa varje sida, positiv-negativ
selektion, transformation av ES-celler, transient uttryck av Cre-rekombinas,
Blastocyst in i1 pseudogravid mus-> Chimeric mice, korsa och identifiera knockade
moss

7. Beskriv foljande 8 termer i 1-3 meningar och/eller nagon figur.
Forklara dven kortfattat betydelsen av varje term for molekylir bioteknik.
(1 podng/term = totalt 8 poing)
a. ddNTP

b. Immunoprecipitering



C. BLASTN

d. Monoklonal antikropp
e. Ti-plasmid

f. Tva-hybrid-screening
g. Meta-genom

h. BLOSUM-matris

Nedan anges sekvensen av tre olika primers. Ange och motivera vilken du
skulle vilja i forsta hand som en PCR-primer. Motivera ocksa kortfattat vad
som dr fel med de tva primers du inte skulle vilja. (3 podng)

a. GAGCCGGGGGGAATTTAAAA (bara AT p& 3'&nde)
b. TGCACGATGAAGACCTTGAG (bra!)
c. ATAGTTTAAACTTTTAACTC (for f& GC)



Fragor fran Lisbeth Olsson pa avsnittet Enzymteknik

10.

Stirkelse anvénds ofta som ravara vid 6lbryggning. Eftersom stirkelse dr en
polymer, sa krivs det att den bryts ner till mindre sackarider innan jést kan
anvinda den som kolkélla och producera etanol. I de flesta processer anvénder
man enzymer for att bryta ned stédrkelsen.

a. Beskriv stirkelsens uppbyggnad (beskrivning skall inkludera en
beskrivning av bindningstyp) (2 poédng)

b. Beskriv vilka enzym som behovs for att hydrolysera stirkelse och
vilka typer av bindningar varje enzym-typ bryter? (2 poing)

c. Man 6nskar 6ka temperaturen for hydrolys-processen och behover da
enzymer som har bittre termostabilitet dn de traditionellt anvinda
enzymerna har. Hur kan man hitta saddana enzym? Ge ett motiverat
forslag hur man kan gora detta. (2 poidng)

Glukosisomerase anvénds 1 stor utstridckning 1 industrin fOr att gora
starkelsesirap. Glukosisomerase katalyserar isomeringseringsreaktionen fran
glukos till fruktos. Eftersom fruktos har en sotare smak #@n glukos, leder detta
fram till en produkt som dr sétare, men som har samma kaloriinnehall. For
industriell anvindning av glukosisomerase sa har en rad olika
immobiliseringsmetoder undersokts.

a. Definiera vad enzym-immobilisering dr (1 podng)

b. Man immobiliserar glukoseisomerase till ett bararmaterial med hjélp
av en kovalent bindning. Gor en skiss av enzym-
immobiliseringsmetoden som inkluderar bindningarna (1 poing)

c. Vilka krav stills pa ett bra birarmaterial? Ange 3 nédvéndiga
egenskaper bararmaterialet skall uppfylla. Ge ett exempel pa ett
birarmaterial som kan anvéndas 1 det givna exemplet. (2 poéing)

d. Vilka krav stills pa kopplingreaktionen (dvs. Reaktionen dir det
skapas en koppling mellan enzymet och bararmaterialet) (1 podng)



11.  Enzymers aktivitet och beroende av substratkoncentrationen beskrivs ofta med
Michaelis Menten kinetik.

a. Beskriv med Michaelis-Menten kinetik hur enzymaktiviteten beror av
substrat-koncentrationen. (1 poédng)

b. Skissera en Lineweaver-Burk plot. Beskriv hur man bestimmer Km
och Vmax fran en sadan plot. (1 poéng)

c. Din chef har bett dig att undersdka de kinetiska egenskaperna hos 10
olika glukos-isomeraser. Baserat pa de framkomna resultaten skall du
rekommendera vilket enzym som foretagets nya process skall baseras
pa. Ge ett motiverat forslag pa hur du skulle vélja ut enzymet till
processen (en del av svaret skall baseras pa enzymets kinetiska
egenskaper) (2 podng)



