Tentamen för KMB056,  2008-10-21

Totalt nio frågor. EN numrerad fråga besvaras/blad. Generellt gäller att svaren bör vara kortfattade och koncisa (max ungefär en A4-sida/fråga).  

totalt 50 poäng (25 p = betyg 3 (godkänt), 32.5 p = betyg 4, 40 p = betyg 5). 

Skriv din tenta-kod i namnrutan överst på varje sida.

Inga hjälpmedel tillåtna.

1. 
Anta att du studerar en gen X från en mänsklig cell-linje och att du har skäl att misstänka alternativ splicing, eftersom det band du ser på northern blotting är mycket mindre än förutsagt från DNA-sekvens. Från andra stuier så vet du i alla fall att ditt mRNA har en poly(A) svans samt ganska exakt vilket baspar som blir 5’ änden. Du vill därför klona ett cDNA från gen X i en plasmid, för att veta hur den färdiga mRNA-molekylen ser ut i dina celler. Beskriv hur du skulle gå tillväga? (5 p)

2. 
Nu när du har klonat ett cDNA för din gen X i plasmid (med känd sekvens) så vill du sekvensera genen. Hur göra detta om du på en gel ser att cDNA-biten från frågan innan är ca 5000 baspar lång. Beskriv principen för Sanger-sekvensering generellt, samt även hur du skulle gå till väga för att få ut en sekvens för hela cDNA’t. (5 p)

3. 
Med din gen-sekvens tillgänglig så är ju frågan om det finns liknande proteiner i andra organismer. Det är ju lätt att förutsäga en translationsprodukt (aminosyra-sekvens), sen vill du använda BLASTP för att söka homologer på protein-nivå. Beskriv principen för BLASTP. (5 p)

4. 
I den genetiskt lättmanipulerade jäst-svampen S.cerevisiae finns en gen som kodar för ett protein som har hög homologi med cDNA från din gen X (från föregående frågor). Du vill veta om detta protein interagerar med andra proteiner och bestämmer dig för att affinitetsrena proteinet. Hur skulle du gå tillväga för att introducera en renings-domän (TAP) precis innan stop-kodonet i genen X på dess naturliga plats i svampens kromosom? Beskriv kortfattat de steg som måste utföras fram till en färdig muterad jästsvamp. (5 p)

5. 
När du nu sitter med en jästsvamp som uttrycker ett protein med en reningsdomän så vill du förstås utföra reningen av detta protein också. Beskriv generellt hur en affinitetsrening av ett protein taggat med en reningsdomän går till? (4 p)

6. 
Förutom ett protein i förutsagd storlek som det TAP-taggade proteinet från föregående fråga, så finns ytterligare några protein-band på den gel där du separerade slut-fraktionen från din affinitetsrening. Hur kan du få ut aminosyre-sekvens-information från dessa proteiner. Anta att du sitter med en SDS-PAGE gel där du ser dina band och att du har en bekant som har tillgång till allt vad du vill av teknisk utrustning för protein-studier. (6 p)

7. 
Efter många studier har du nu anledning att tro att ditt ursprungliga protein/gen X har en lever-relaterad funktion i möss. För att testa denna hypotes så skulle du vilja manipulera en mus för att avlägsna genen för ditt protein specifikt i musens lever. Hur skulle du gå tillväga? (5 p)

8. 
Nu vill du jämföra det totala genuttrycket från en muslever med och en utan din avlägsnade gen. Beskriv hur du skulle göra detta med en oligo-nukleotid-array uppsättning. Svaret ska också innehålla en kortfattad beskrivning av den aktuella microarray-teknikens princip (5 p)

9. 
Följande 10 termer ska förklaras/beskrivas kortfattat, d v s ca 1-2 meningar (1 p/term: totalt 10 p):

a.
MALDI

b.
ICAT

c.
RNAi

d.
Somatiska celler

e.
Agrobacterium

f. 
Metaboliskt footprint

g.
jäst två-hybrid screen

h.
Western blot

i.
Trypsin

j.
SV40-origin

