Examenvragen Methoden De Smedt
1a) Aequorine: voor- en nadelen. 

1b) Meetopstelling om aeqorine te meten. 

1c) Luciferase, leg uit. 

2)Teken in een Jablonski diagram: fluorescentie en fosforescentie. Leg uit: de relatie tussen excitatie en emissie spectra.

1) Geef de verschillende configuraties voor de patch-clamp techniek in een overzichtelijk schema. Welke configuratie is het best als we willen: 
(1) het effect onderzoeken van farmaka die snel worden toegediend 
(2) het effect onderzoeken van een snelle verandering van componenten als ATP en IP3 
(3) het effect onderzoeken van een signaalcascade waar fosorylering gebeurt door proteïne kinases 
(4) exocytose onderzoeken 

2) Vergelijk confocale microscopie met gewone epifluorescentiemicroscopie aan de hand van een schema. Wat zijn de voordelen van confocale microscopie? Worden deze zelfde problemen opgelost door multifoton microscopie?

bonusvraag bij De Smedt: 
grafiek gegeven van exocytose in functie van logaritme van calciumconcentratie. 
1) Hoe halen we uit deze grafiek de Kd? 
2) Hoe kunnen we de calciumconcentratie onder controle houden? 
3) We gebruiken bij deze hoge concentraties FURA-FF ipv FURA, waarom?
-Hoe kan men bij Beta-scintillatieteller een correctie invoeren voor de quench? 
-Proteine-proteine interacties en GFP: bespreek bioluminiscente complementatie en BRET.

- vergelijk adhv tekeningen de 2 spectrofotometers en spectrofluorimeter, en wat gebeurt er al je de intensiteit veranderd 
- Leg uit SPR en de 2 toepassingen ervan

- Kalibratie methode voor Ca2+ bij toevoegen van hormoon aan cel 
- Stoke's shift uitleggen + spiegeling excitatie/emissie spectrum

- Welke Ca indicatoren moet je gebruiken om Ca in ER en mitochondrien te meten. Aan welke vereisten moeten deze voldoen en hoe ben je zeker dat de verandering de je meet effecties van Ca van in het ER en in de mitochondrien komt? 
- Rectifitantie uitleggen aan de hand van stroom spannings diagram

- Compartimentalisatie van chemische Ca-indicatoren uitleggen. Bespreken hoe dit tegen te gaan of hoe te benutten. 
- Andere experimentele problemen met chemische Ca-indicatoren bespreken. 
- Bespreek prinicipe van Geigerteller en scintillatieteller. Vergelijk ze en zeg welke het best welke straling meet. 
- Vergelijk met autoradiografie + voor welke straling dient autoradiografie. 
- Vraagstukje over cpm, dpm en telefficiëntie.

1.Hoe verloopt de actieve opname van D-glucose in de darm? 
(a) schematische ligging van de verschillende transportsystemen 
(b) radioactief D-glucose: waar grootste activiteit? Lumen, intracelllair of aan de bloedzijde? 
2.Rectifitantie uitleggen aan de hand van stroom spannings diagram 
3.Welke Ca indicatoren moet je gebruiken om Ca in ER en mitochondrien te meten. Aan welke vereisten moeten deze voldoen en hoe ben je zeker dat de verandering de je meet effecties van Ca van in het ER en in de mitochondrien komt? 

1. Geef de voor en nadelen van het ebruik van recombinante aquorinetechnieken bij intracellulaire Ca-bepaling? En teken een techniek hoe men zo een aquorinemeting doet? 
2. Bespreek surface plasmon resonance? 
3. Bespreek SPA.

1. alle patchconfiguraties schematisch voorstellen en weten bvb dat outsideout voor toediening van farmaca is 
2. FACS: leg via een tekening/schema het principe en opbouw uit (dus ook heel die electronica ed) 
3. Waarom is excitatiespectrum spiegelbeeld van emissiespectrum. Wat is stokeshift, hoe komt die tot stand....
1a: Geef voorbeelden van chemische Ca2+ indicatoren. Welke zijn de chemische kenmerken van deze indicatoren? 

 1b: Welke zijn de technische problemen met Ca2+ indicatoren en voor welke problemen bieden ratiometrische indicatoren een oplossing? 

 1c: Wat is het iso-excitatief punt bij deze ratiometrische indicatoren? 

 2: Geef aan wat de voorwaarden zijn voor geleidbaarheid in een stroom-spanningsdiagram voor ionenkanalen (of zoiet, verstond de vraag niet zo goed) 

 3: Geef enkele toepassingen van het chemiluminescente luciferase 

 patch clamp vgl met intracellulaire elektrode plus rol van een elektrode 

 vgl spectrofotometrie (single en double beam) met spectrofluorimetrie 

 cell sorter werking toepassen op apoptose en rol van intracellulaire c² 

 1) leg de verschillende configuraties uit van patch clamp. En dan gaf hij enkele voorbeelden waarbij ge moest zeggen welke configuratie van patch clamp ge zou gebruiken (bv testen van een farmaca) 

 2) schets een FACS en uitleg 

 3) Waarom zijn excitatiespectra en emissiespectra elkaars spiegelbeeld? Leg uit Stoke's shift en verklaar waarom dit optreedt. 

 1a: Geef voorbeelden van chemische Ca2+ indicatoren. Welke zijn de chemische kenmerken van deze indicatoren? 

 1b: Welke zijn de technische problemen met Ca2+ indicatoren en voor welke problemen bieden ratiometrische indicatoren een oplossing? 

 1c: Wat is het iso-excitatief punt bij deze ratiometrische indicatoren? 

 2: Geef aan wat de voorwaarden zijn voor geleidbaarheid in een stroom-spanningsdiagram voor ionenkanalen (of zoiet, verstond de vraag niet zo goed) 

 3: Geef enkele toepassingen van het chemiluminescente luciferase 

 Bespreek FRET en toepassingen (protease ca en camp) 

 verklaar stokes shift en waarom is excitatiespect'rum spiegelbeeld van emissiespectrum 

 vergleijk single channel na stroom met macroscopische natriumstroom 

 - geef schema van single beam + leg het werkingsmechanisme uit + nog een berekening van concentratie maken 

 - compartimentalisatie van ca indicatoren 

 - hoe kan je met patch clamp vesikel exocytose aantonen 

1) Uitleggen aan de hand van de stoom/spanningsdiagram :---Rectificatie?----toepassen voor een negatieve en positieve ion?---wat gebeurt er als de openingsprobabiliteit van 0,05 tot 0,25 gaat?

2) Hoe kan men Ca2+ concentratie meten in ER of Mitochondriën met behulp van indicatoren -----Hoe kan je controleren dat die Ca meting is van ER?( zowel voor chemische indicatoren en voor recombinanten indicatoren)Artikel fig 1 uitleggen.

1) Surface Plasmon Resonance uitleggen

2) Scintillation Proximity Assat uitleggen

1) -Verschil micro en patch clamp elektrode - configuraties van de patch clamp techniek

- welk best geschikt voor: a) snelle toevoeging van farmaca b) iets met intracellulaire dingen zoals ATP en nog iets c) ...

d) exocytose ( deze stond ook al op medica forum voor degene die de volledige vraag willen weten, mijn geheugen is een zeef. )

2) Vergelijk schematische de conventionele, confocale en multifoton spectroscopie. Voor en nadelen.

1. a) Leg de combinatie uit van fluorescentiemetingen met patch clamp in enkelvoudige cellen.

b) Op welke manier kan men de interactie van secretorische vesikels meten met patch-clamp?

2. Bespreek fura-2 experimenteel + calibratie aan de hand een figuur. Wat zijn ratio-metrische probes? Wat zijn de voordelen?

+ Artikel figuur 4 uitleggen: open probabiliteit: hoe komt men hieraan? wat is het verband met gemiddelde open tijd en gesloten tijd (alfa en bèta)?

1) -Voordelen en nadelen recombinant aeqorine (tov fluo)
- Hoe gebeurt de calibratie
- schets opstelling
2)-leg principe +opstelling pHelektrode en liquid membrane elektrode uit- alkalische fout + temperatuureffect
Swinnen 
1) PCR screening
2) 2 methode voor dif. proteoomanalyse
3) PCR fragment met ORF en codeert voor DNA bindend eiwit => welke genen worden beinvloed door dit eiwit

Onderkant formulier


1) Uitleggen aan de hand van de stoom/spanningsdiagram :
-Rectificatie?
-toepassen voor een negatieve en positieve ion?---wat gebeurt er als de openingsprobabiliteit van 0,05 tot 0,25 gaat?
2) Hoe kan men Ca2+ concentratie meten in ER of Mitochondriën met behulp van indicatoren 
-----Hoe kan je controleren dat die Ca meting is van ER?( zowel voor chemische indicatoren en voor recombinanten indicatoren)
Artikel fig 1 uitleggen.
Swinnen:
1) wat houdt " sequencing by ligation" in? hoe wordt dit in NGS gebruikt( ofzo iets)
2) Geef twee methoden om een specifieke eiwit uit een complexe staal te kwantificeren. Vergelijk ze
3) Je hebt een gen met een specifieke promotor gekloneerd? je wilt weten welke transscriptiefactoren aan deze promotor binden en hoe ze de transcriptie( expressie) van dat promotor beïnvloeden. Geef de stappen en de methoden hiervoor. 
Allebei zeeeeer vriendelijk gasten!
Onderkant formulier


-TIRF EN SPR
- foto en fluorospectrometrie
- Ligand receptor curve, hill plot, antagonisten enz aanduiden
- betasqintillatieteller en quenching.
Single beam, double beam, fluorimeter (verschillen, gelijkenissen, welk invloed heeft lichtintensiteit op de 2?)
Bespreek TIR, TIRF, SPR + toepassingen
FACS
1) -Voordelen en nadelen recombinant aeqorine (tov fluo)
- Hoe gebeurt de calibratie
- schets opstelling
2)-leg principe +opstelling pHelektrode en liquid membrane elektrode uit
- alkalische fout + temperatuureffect

1) Uitleggen aan de hand van de stoom/spanningsdiagram :---Rectificatie?----toepassen voor een negatieve en positieve ion?---wat gebeurt er als de openingsprobabiliteit van 0,05 tot 0,25 gaat?

2) Hoe kan men Ca2+ concentratie meten in ER of Mitochondriën met behulp van indicatoren -----Hoe kan je controleren dat die Ca meting is van ER?( zowel voor chemische indicatoren en voor recombinanten indicatoren)Artikel fig 1 uitleggen.

 

1) Surface Plasmon Resonance uitleggen

2) Scintillation Proximity Assat uitleggen

 

1) -Verschil micro en patch clamp elektrode - configuraties van de patch clamp techniek

- welk best geschikt voor: a) snelle toevoeging van farmaca b) iets met intracellulaire dingen zoals ATP en nog iets c) ...

d) exocytose ( deze stond ook al op medica forum voor degene die de volledige vraag willen weten, mijn geheugen is een zeef. )

 

2) Vergelijk schematische de conventionele, confocale en multifoton spectroscopie. Voor en nadelen.

1. a) Leg de combinatie uit van fluorescentiemetingen met patch clamp in enkelvoudige cellen.

    b) Op welke manier kan men de interactie van secretorische vesikels meten met patch-clamp?

2. Bespreek fura-2 experimenteel + calibratie aan de hand een figuur. Wat zijn ratio-metrische probes? Wat zijn de voordelen?

+ Artikel figuur 4 uitleggen: open probabiliteit: hoe komt men hieraan? wat is het verband met gemiddelde open tijd en gesloten tijd (alfa en bèta)?

