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[Tentamen består av 19  frågor värda totalt 64 poäng.]

1) Give 3 advantages and 3 disadvantages of using cultured mammalian cells as a model system (3pt)  (JG)
2) Describe the process of making a cell line that secretes monoclonal antibodies (4pt)

What problems may occur once the cell line is established?  (1pt)

3) Ge två exempel på forskningsområden där Schizosaccharomyces pombe har varit en framträdande modellorganism, och förklara vilka egenskaper hos denna organism som gör den lämplig (mer lämplig än Saccharomyces cerevisiae) för just sådana studier. 
(4 pt) (PS)
 

4 )Vilken typ av information kan man få av det ”omvända” (”reversed”) tvåhybridsystemet? Förklara hur det reguljära tvåhybridsystemet modifierats för att fungera som ”omvänt” system. (2 p) (PS)
 

5) Förklara vad som menas med den genetiska termen allelspecifik suppression. Om allelspecifik suppression föreligger mellan två gener, vad säger det om vilken sorts interaktion som sker mellan de två generna? För en icke- allelspecifik suppression, ge exempel på vilken sorts mekanism som kan ligga bakom interaktionen. (3 p) (PS)
 

6)”Gene Ontology” (GO)-termer för genprodukter finns i tre kategorier. Vilka är dessa och vilken sorts information får man från dem? Förklara hur man kan använda GO-termer för funktionell analys av grupper av gener (t.ex. listor på träffar från olika genetiska screener såsom tvåhybrid-, global expressionsanalys, syntetisk letalitet). (3 p) (PS)
7)    Why do we use C. elegans  as a model organism? (2pt)
What do they eat? (1pt)  (PR)
8) Please describe the step-by-step method by which transgenic C. elegans worms are generated.  For your answer, assume that you are given two plasmids: pRIC19::GFP that is a pan-neuronal GFP reporter, and pRF4 that contains a dominant phenotypic marker gene that would make transgenic worms have the Roller phenotype.  Your answer should describe the method and also what the eventual fates of the plasmids will be in the transgenic animals and how the transgenes will be inherited in future generations (3p). (MP)
 

9) Describe the structure of C. elegans operons and of their mature transcripts (2p). (MP)
 

10) There are six chromosomes in C. elegans.  Genetically, what is the difference between males and hermaphrodites in this species? (1p) (MP)
 

11) With respect to C. elegans development, what are "cytoplasmic determinants"? (1p) (MP)
 

12) C. elegans is eminently suited for forward genetics, which implies the screening of heavily mutagenized populations in order to isolate mutants with interesting phenotypes.  Explain how it is then possible to identify the molecular nature of the specific mutation that is responsible for the interesting phenotype in a newly isolated mutant.  What are the steps that allow you to go from newly isolated mutant to mutation identification? (3p) (MP)
 

13) Please mention two methods by which RNAi can be administered to C. elegans. (2p) (MP)

14) Ange två olika transfektionsmetoder.   (1p)

I laborationen ”Transient transfection – a method to study transcriptional regulation and nuclear localisation” använde vi oss av ett system som kallas GeneSwitch för att studera transkriptionell reglering. Varför krävs tillsats av mifepristone till 3T3 pSwitch cellerna transfekterade med pGene plasmiden för att blå färg ska kunna detekteras i dessa brunnar? (1p)

Vart i cellen kommer du se en GFP signal när du transfekterat cellerna med en plasmid innehållande genen för transkriptionsfaktorn Foxf2 fuserat till GFP?  (1p) (LL)

15)    Finn rätt eller fel i följande text.  Svara rätt med (R) och fel med (F). 



Hsp27 och Hsp83 är 2 s.k. heat shock proteiner som endast aktiveras vid värmestress (  ), och som båda uttrycks lika över alla vävnader i Drosphila Melanogaster (    ) som vuxen fluga. 
(1p)

I den utförda laborationen separerades era prover från flugans olika stadier på 2 geler, en för coomassie staining och en för western blot analys.  Varför gjordes detta, d.v.s. varför var det nödvändigt att mäta totalhalten protein med en coomassie analys? Ange 1 korrekt svar för poäng.

(Fler svar än 1 rättas ej)
(1.0p)

Antag att du har gjort en SDS-PAGE analys och finner att dina proteiner inte vandrat korrekt efter storlek även fast du är säker på att du värmt ditt prov innan det laddades på gelen.  Nämn 2 saker som du kan ha glömt att tillsätta till ditt prov för att få detta resultat. Poäng ges endast om 2 korrekta specifika svar anges, vilka kan skrivas som förkortningar. 
(1.0p) (AS)
16) Sant eller Falskt? Skriv S eller F före varje påstående. Poäng på frågan beräknas som antalet korrekta svar minus antalet felaktiga, dock minst 0. Utelämnat svar vid ett påstående påverkar alltså inte beräkningen, maxpoäng är 12 och slutpoängen kan inte bli negativ, även om antalet felaktiga svar är större än antalet korrekta. (PC)

Fördelen med ”forward genetics”, jämfört med ”reverse genetics” är att man direkt ser vilken gen som är muterad, utan tidskrävande mappning

Integreringsstället i genomet för en transgenkonstruktion bestäms av dess DNA-sekvens.


Transgenkonstruktioner injiceras i pronuclei på befruktade musägg.


Vävnadsspecifika inducerbara transgener görs genom att kombinera en transgen med konstgjord inducerbar promotor med en annan som vävnadsspecifikt uttrycker aktivatorn av den första.

 
Antalet kopior av en transgenkonstruktion som integreras i genomet bestäms av slumpen.


En floxad allel har samma funktion som den normala allelen, så länge den inte exponerats för aktivt Cre-enzym.


Att göra en konditionell knockout är tekniskt svårt eftersom både loxP-sekvenser och Cre-gen måste byggas in i samma konstruktion.


Anledningen till att de första möss som föds med en knockout-allel är chimära (=mosaiker), är att den homologa rekombinationen är ineffektiv.


En negativ selektionsmarkör fungerar så att celler som bär på den dör.


Anledningen till att man måste ha en positiv selektionsmarkör i en knockout-konstruktion är att frekvensen homolog rekombination är låg jämfört med ospecifik integrering. 


Embryonala stamceller etableras från ”inner cell mass” i ett embryo i blastocyst-stadium.


Med homolog rekombination i embryonala stamceller kan man både göra loss-of-function (knock-out) och gain-of-function (knock-in) mutationer.

17) Describe how Schizosaccharomyces pombe can be used to identify genotoxic compounds. (3pt) (JPA)
18)  Drosophila researchers make great use of forward genetic screens. To induce the mutations, researchers can use either chemical mutagens or transposons. Compare the advantages and disadvantages with these two methods.  (4p)  (AU)
19)  Explain the UAS/GAL4 system for ectopic gene expression in the fly. (4p) (AU)
