Esame 25

NOME _______________  COGNOME_______________ Num. Matr.______________

Indicare con un “+”quali dei seguenti parametri aumentano la specificita’ di una normale reazione di PCR e con un “-“ quelli che hanno effetto opposto. Allo stesso modo indicare con “+” e con “-“ quelli che influenzano la quantita’ del prodotto di reazione. Indicare con “=” quelli ininfluenti.
	
	Specificita’ della PCR
	Quantita’ dell’amplificato

	Alta concentrazione di magnesio
	
	

	Bassa processivita’ della TaqPolimerasi
	
	

	Alta temperatura di denaturazione
	
	

	Bassa temperatura di estensione
	
	

	Bassa temperatura di ibridazione
	
	

	Presenza di strutture secondarie sul target
	
	

	Presenza di strutture secondarie dei primers
	
	

	Primers fiancheggianti sequenze altamente ripetute
	
	

	Primers interni a sequenze altamente ripetute
	
	

	Primers ibridanti su geni ortologhi
	
	

	Primers ibridanti su pseudogeni
	
	

	Primers ibridanti su regioni introniche
	
	

	Primers ibridanti su duplicazioni segmentali
	
	

	Primers ibridanti su regioni UTR
	
	

	Primers a cavallo tra esone e esone
	
	

	Primers a cavallo tra esone e introne
	
	

	Condizioni di ibridazione fortemente stringenti
	
	

	Bassa concentrazione dei primers
	
	

	Alta concentrazione di dNTPs
	
	

	Lunghezza dei primers >40bp
	
	

	Lunghezza dei primers <10bp
	
	

	Presenza di mismatch al 5’ dei primers
	
	

	Presenza di mismatch centrali nei primers
	
	

	Presenza di mismatch al 3’ dei primers
	
	

	Numero di cicli >30
	
	

	Numero di cicli <20
	
	

	Ampliconi >1500bp
	
	

	Ampliconi <200bp
	
	


Indicare quali affermazioni circa il ruolo del Magnesio sulla specificita’ della reazione di PCR sono veritiere:
[_] un’alta concentrazione di ioni di magnesio riduce la specificita’ della reazione perche’ causa un aumento della processivita’ della DNA polimerasi la quale risulta meno accurata e introduce errori durante la sintesi

[_] gli ioni magnesio si legano al sito catalitico della DNA polimerasi e ne riducono la processivita’
[_] una bassa concentrazione di magnesio non permette alla DNA polimerasi di compiere la sua funzione
[_] gli ioni di magnesio schermano le cariche positive dell’ossatura deossiribonucleica del DNA e impediscono la corretta ibridazione dei primers
[_] un’alta concentrazione degli ioni di magnesio aumenta la stringenza della ibridazione dei primers al target

[_] occorre diminuire la concentrazione degli ioni magnesio se occorre amplificare ampliconi particolarmente lunghi
[_] se volessi facilitare l’amplificazione di tutto il genoma tramite metodiche quali DOP-PCR o interAlu-PCR dovrei aumentare la concentrazione del magnesio
Data la seguente sequenza FASTA disegnare una coppia di primers per amplificare il target (riportato sottolineato). Scriverli dal 5’ al 3’ e indicare la loro posizione sul testo.

GGTTGTGAGG CGCTGCCCCC ACAGTGCGTA CCAGTTGACA CGTGTCCTGA ACGTCGTGCA CGTGACGTGA CAGTGATGCA GTGACGTGAC GTGATGAGAG TGTCCTTAGA TTCACCAGGA TTGTGGACAC GTGAGTGTGA CACAGTGACA ACCGTGACCC AGTGCTGTAC ACCATGAGtg TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg cgcgcgcgct gactgactga ctgactgact gactgactga ctgactgacC CTGCTCAGAT AGCGATGgtg agcagctggg gctggagaga cgacagggct ggttgcccag ggtccccagg cctctgattc ctcactgatt gctcttagGT CTGGCCCCTC CTCAGCATCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT TGCGTGTGGA GTATTTGGAT GACAGAAACA CCAAGACCTG CCCTGTGCAG CTGTGGGTTG ATTCCACACC CCCGCCCGGC ACCCGCGTCC GCGCCATGGC CATCTACAAG CAGTCACAGC ACATGACGGA GGTTGTGAGG CGCTGCCCCC ACCATGAGCG CTGCTCAGAT ATATAGCTCG ATAAGATCGC TGCTCCGCGC TAGAGATCGC CGATAGAATA TCTCTCGCGC TCCTCTCGCA GAGCTCGCGC CCGATAGACT 

Primer F= 5’_________________________3’
PRIMER R= 5’______________________________3’
Il seguente gene presenta cinque isoforme differenti per splicing alternativo. Indicare tramite frecce (5’( 3’) la disposizione di coppie di primers che permettano la amplificazione selettiva di ciascuna di esse.
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Completare la seguente tabella:

	
	La sequenza e’ ripetuta in tandem?

SI/NO
	Lunghezza della sequenza di base (“core”) 

< 1000 
	Localizzazione genomica:

Interspersi

Telomeri

Centromeri
	Scrivere nello spazio il meccanismo o i meccanismi di duplicazione.

	DNA α-satellite
	
	
	
	

	Sequenze Alu
	
	
	
	

	Retrovirus-Endogeni
	
	
	
	

	Trasposoni a DNA
	
	
	
	

	Duplicazioni segmentali
	
	
	
	


Essendo nota la quantita’ di partenza (1ng) di un dato cDNA, si effettua una serie di diluizioni scalari che vengono misurate tramite PCR quantitativa. Si richiede qual e’ la quantita’ dei vari campioni di cDNA se l’efficienza di questa PCR e’ totale.









Spazio per eventuali calcoli e commenti:



















Per lo studio genetico della sindrome di Li Fraumeni sono qui utilizzati 11 marcatori del cromosoma 17. Ciascun genotipo e’ riportato indicando a sinistra l’allele col numero piu’ basso, quindi non in fase rispetto agli altri. Riscrivere negli spazi bianchi i genotipi nella corretta fase.









Indicare sul cromosoma qui sotto la regione minima candidata che contiene il gene della sindrome (non e’ richiesto il calcolo del LOD score)

Un “genome scan” effettuato su topi suscettibili al diabete di tipo 2 e’ stato pubblicato da Chouinard et al. su PloS Genetics 2008. L’“abstract” e’ riportato qui di seguito, tradotto in italiano e semplificato. 
In mice [….] susceptible to diabetis we mapped a […] quantitative trait locus (QTL) to distal Chr1 at 169.6 Mb, centered about D1Mit110, for diabetes-related phenotypes that included blood glucose […] and pancreatic islet histology. The interval was refined to 1.8 Mb [….]. Nucleotide sequence and expression analysis of 14 genes in this interval identified a predicted gene that we have designated “Lisch-like” (Ll) as the most likely candidate. The gene spans 62.7 kb on Chr1[..], encoding a 10-exon, 646–amino acid polypeptide, homologous to Lsr on Chr7[..]. The largest isoform of Ll is predicted to be a transmembrane molecule with an immunoglobulin-like extracellular domain and a serine/threonine-rich intracellular domain […]. […] Knockdown of the zebrafish paralog of Ll resulted in […] dispersion of insulin-positive cells […]. The human ortholog, C1orf32, is in the middle of a 30-Mb region of Chr1q23-25 that has been repeatedly associated with type 2 diabetes.

In topi [XXX] suscettibili al diabete, abbiamo mappato in una porzione di 169.6 MB distali del Cromosoma 1, centrato su D1Mit110, un locus codificante per tratti quantitativi (QTL) per fenotipi correlati al diabete, inclusa la glicemia..[..] e l’istologia delle isolette pancreatiche. L’intervallo e’ stato poi rifinito a 1.8 MB […]. L’analisi delle sequenze nucleotidiche e di espressione genica di 14 geni di questo intervallo ha permesso di identificare un gene predetto che abbiamo denominato “Ll” (Lisch-like) come il piu’ probabile gene candidato. Il gene e’ lungo 62.7KB […], 10 esoni, e codifica per un polipeptide di 646 aminoacidi omologo a Lsr del cromosoma 7 […]. L’isoforma piu’ lunga di Ll e’ predetta essere una molecola trans-membrana con un dominio extracellulare simile alle immunoglobuline e un dominio ricco in serine/treonine […]. […] Se si fa il “knockdown” del gene paralogo di Ll in Zebrafish […] si osserva una riduzione delle cellule positive all’insulina […]. L’ortologo umano, denominato C1orf32, e’ al centro di una regione di 30MB del cromosoma 1 umano che e’ stata ripetutamente associata al diabete di tipo 2.
Gli autori definiscono un primo intervallo di 169MB. Come sarebbe possibile migliorare la risoluzione della prima mappatura fino a 1.8 MB? 
a) Analizzando un numero maggiore di tag-SNPs

b) Rivelando se la regione cade entro un blocco di linkage disequilibrium

c) Aumentando il numero di marcatori sparsi nel genoma

d) Aumentando il numero di marcatori nelle regioni piu’ interessanti
e) Aumentando il numero di meiosi informative

f) Sequenziando le mutazioni interne alla regione

g) Aumentando il numero di incroci

h) Sfruttando la sintenia tra differenti specie
Indicare brevemente come sarebbe possibile indicare la presenza dei 14 geni, nella regione candidata.

a) tramite BLAST
b) tramite RepeatMasker

c) tramite il sequenziamento della intera regione

d) tramite clonaggio posizionale

e) tramite Primer3

f) tramite GenBank

g) tramite HapMap

h) sfruttando la sintenia uomo-topo

i) conoscendo i geni paraloghi della regione

j) sfruttando le ortologie tra specie differenti

Sono qui di seguito riportati i 14 geni della regione candidata ripresa dalla pubblicazione:
Quali elementi dovrebbero essere sequenziato per primo?
a) i polimorfismi che segregano nelle famiglie

b) tutte quante le regioni esoniche, poi quelle introniche

c) i geni espressi nelle isolette pancreatiche

d) i geni ortologhi sfruttando la sintenia uomo-topo
e) i geni paraloghi o ortologhi se connessi al rilascio di insulina e/o al diabete
f) i geni codificanti per domini proteici attinenti con la funzione delle isole pancreatiche

g) i blocchi di linkage disequilibrium
h) le regioni con LOD score statisticamente significativo

i) non c’e’ un ordine prestabilito, si puo’ sequenziare tutto

j) le mutazioni che devono co-segregare con la patologia
k) i geni aventi mutazioni nella “open reading frame”

l) i geni che causano la patologia anche sulla base di esperimenti su topi knock-out

Nei box, sono evidenziate le mutazioni riscontrate in questo ceppo murino. Cosa si dovrebbe fare per capire quale di esse e’ la causa della patologia?
a) identificare i polimorfismi in linkage disequilibrium con le mutazioni nelle famiglie
b) predire l’effetto biologico della mutazione sulla base di considerazioni evoluzionistiche

c) ricostruire la fase delle varianti riscontrate e valutare l’aplotipo cosi’ ottenuto tramite uno studio di associazione caso-controllo

d) analizzare i marcatori piu’ vicini alle mutazioni e calcolarne il LOD score

e) genotipizzare gli individui affetti e osservare una completa coincidenza tra fenotipo e mutazione
f) fare un “mutation screening” della regione candidata

g) costruire un modello murino per ogni mutante osservato

h) predire l’effetto biologico della mutazione sulla base della biochimica dell’aminoacido

i) sfruttare la sintenia uomo-topo per capire quale variazione aminoacidica e’ deleteria
j) effettuare uno studio di associazione caso-controllo genotipizzando ciascuna delle varianti riscontrate

k) ricercare su HapMap il blocco di linkage disequilibrium che contiene la mutazione e, individuati i tag-SNPs, predisporre uno studio di associazione caso-controllo
Barrare correttamente le seguenti affermazioni: 







un carattere oligogenico e’ un fenotipo determinato da un piccolo numero di geni

VERO FALSO
sui caratteri mendeliani l’ambiente puo’ giocare un ruolo

 


VERO FALSO

un carattere poligenico segrega con ereditarieta’ semplice (dominante/recessivo)

VERO FALSO
un carattere complesso prevede interazioni gene-gene e gene-ambiente 


VERO FALSO
un fenotipo complesso puo’ derivare dalla somma degli effetti dei singoli geni 


VERO FALSO
un fenotipo complesso puo’ derivare dall’interazione tra alcuni polimorfismi e l’ambiente 
VERO FALSO
i caratteri complessi hanno ereditabilita’ (H) elevata 





VERO FALSO
i caratteri complessi consistono esclusivamente di fenotipi continui 



VERO FALSO
i caratteri complessi hanno una ereditabilita’ tanto maggiore 

quanto piu’ e’ importante la componente ambientale





VERO FALSO

i caratteri complessi hanno una ereditabilita’ tanto maggiore quanto piu’ 

sono comuni nella popolazione







VERO FALSO

un fenotipo complesso puo’ derivare dall’interazione tra polimorfismi in loci diversi

VERO FALSO

un carattere complesso che ha incidenze differenti nei sessi ha ereditabilita’ maggiore

se il genitore affetto e’ quello di sesso con incidenza piu’ bassa



VERO FALSO

un fenotipo complesso puo’ derivare dalla moltiplicazione degli effetti dei singoli geni

VERO FALSO

i caratteri complessi mostrano sempre concordanza completa tra gemelli MZ


VERO FALSO
la comparsa del medesimo fenotipo complesso in due familiari di primo grado 

indica una forte componente genetica del carattere





VERO FALSO
la comparsa del medesimo fenotipo complesso in due gemelli MZ 

indica una forte componente genetica del carattere





VERO FALSO

la comparsa del medesimo fenotipo complesso in due gemelli DZ 

indica una forte componente genetica del carattere





VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso
il controllo ideale sono i parenti di primo grado





VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso

il controllo ideale sono i gemelli DZ






VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso

il controllo ideale sono i gemelli MZ separati alla nascita in famiglie diverse


VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso

il controllo ideale sono i parenti di primo grado vissuti in ambienti differenti


VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso

il controllo ideale sono i gemelli DZ separati alla nascita in famiglie diverse


VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso

si paragona la concordanza tra gemelli DZ e gemelli MZ




VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso

si paragona la concordanza tra fratelli e gemelli MZ





VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso

si paragona la concordanza tra parenti di primo grado e gemelli MZ



VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso

si paragona la concordanza tra cugini e gemelli MZ





VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso

si paragona la concordanza tra padre-madre e gemelli MZ




VERO FALSO

la palatoschisi e’ un carattere complesso






VERO FALSO

il colore della pelle e’ un carattere che risente dell’effetto-soglia



VERO FALSO

la pressione sanguigna e’ un carattere complesso che risente dell’effetto-soglia


VERO FALSO
l’altezza e’ un carattere complesso che risente dell’effetto-soglia



VERO FALSO
il diabete risente dell’effetto-soglia







VERO FALSO

i polimorfismi, dato che sono comuni, non hanno effetti deleteri per i geni in cui risiedono:
VERO FALSO

i polimorfismi presentano frequenze alleliche specifiche nelle popolazioni umane a causa 
della selezione naturale a cui sono stati sottoposti





VERO FALSO

un allele raro indica necessariamente la presenza di un effetto biologico deleterio che viene 
selezionato negativamente si’ da essere mantenuto a bassa frequenza nella popolazione

VERO FALSO

un allele molto comune nella popolazione indica necessariamente 

assenza di selezione naturale







VERO FALSO
la selezione naturale e’ costitutita dalla deriva genetica e dagli effetti del fondatore

VERO FALSO

un allele raro puo’ essere favorito dalla selezione naturale




VERO FALSO

Definire brevemente cosa e’ un polimorfismo genetico e spiegare perche’ la definizione e’ arbitraria.





Indicare con “+”  “-“  o  “=“ quello che causa un aumento o diminuzione (o e’ ininfluente/non pertinente) ai fini della variabilita’ aplotipica di una popolazione.
	mutazioni germinali
	

	ricombinazione meiotica
	

	deriva genetica
	

	dominanza incompleta
	

	numero di generazioni
	

	geni candidati
	

	collo di bottiglia
	

	mutazioni somatiche
	

	presenza di regioni con LOD score statisticamente significativo
	

	selezione naturale 
	

	associazione a malattie complesse
	

	effetto-soglia
	

	linkage disequilibrium
	

	tempo
	

	numero di meiosi informative
	

	duplicazioni segmentali
	

	effetto del fondatore
	


Dare una breve definizione di “Tagging-SNP”


Calcolare il numero massimo teorico di aplotipi che possono essere intercettati da 16 tag-SNPs.

Indicare cosa significa “completo linkage disequilibrium”.

Indicare con una OK se le seguenti affermazioni sono corrette e con X se l’affermazione e’ completamente errata. Qualora ci fosse una imprecisione, correggere gli errori:
la regione candidata che si evince da una analisi dei multilocus LOD score permette di indirizzare su quali blocchi di linkage disequilibrium effettuare la genotipizzazione per uno studio di associazione caso-controllo
un gene candidato per una malattia complessa deve essere sequenziato alla ricerca delle mutazioni che co-segreghino con la patologia nelle famiglie, al fine di definire quali analisi bio-molecolari devono seguire

la dissezione di una patologia complessa puo’ richiedere la formulazione di una ipotesi su quali geni candidati possano essere implicati, prima di intraprendere uno studio di associazione di tipo caso-controllo

la dissezione di una patologia complessa puo’ richiedere lo studio dell’intero genoma, non formulando ipotesi preventive, che verra’ valutato con l’analisi di linkage
la dissezione di un fenotipo complesso puo’ richiedere l’uso di molti marcatori che coprano l’intero genoma, non formulando ipotesi su geni candidati, che saranno valutati tramite studi di associazione caso-controllo

l’analisi di linkage disequilibrium e’ una metodica genetica che si basa sull’utilizzo di un certo numero di marcatori altamente informativi che permettono di tracciare la segregazione del carattere ereditario nelle famiglie

il linkage disequilibrium e’ l’associazione non casuale di due marcatori genetici, a livello di popolazione

in una data popolazione e’ possibile utilizzare un ridotto numero di polimorfismi, definiti tag-SNPs, per caratterizzare gli aplotipi da impiegare nell’analisi delle famiglie
Gli SNPs che fanno da tag-SNPs possono essere sostituiti con altri opportuni SNPs senza perdita di  informazione

i tag-SNPs permettono di descrivere con il minor sforzo possibile i geni di una data regione genomica
i blocchi di linkage disequilibrium rappresentano le vestigia di frammenti cromosomici dei fondatori della popolazione
e’ possibile osservare linkage disequilibrium fra marcatori di cromosomi differenti

i geni candidati rinvenuti in una regione genomica che co-segrega con una patologia ereditaria vengono valutati per l’associazione tramite studi di tipo caso-controllo

Calcolare il valore di Odd Ratio e il relativo intervallo di confidenza degli individui eterozigoti e degli omozigoti rari nel seguente studio di associazione caso-controllo.
	
	C/C
	C/G
	G/G
	

	Casi
	650
	250
	100
	1000

	Controlli
	550
	230
	220
	1000













































markers:       11  10   9     8             7     6     5    4     3      2    1
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Gen. (a)   (b) 


3/6  ___  ___


2/6  ___  ___


3/5  ___  ___


2/4  ___  ___


3/5  ___  ___


1/8___  ___


2/6  ___  ___


3/5  ___  ___


2/3  ___  ___


4/5  ___  ___


2/3  ___  ___





























genotipo   Fase Cr17a  Cr17b 


1/6	       ___        ___


2/4	       ___        ___


5/5	       ___        ___


2/6	       ___        ___


3/3	       ___        ___


1/9	       ___        ___


1/6	       ___        ___


2/5	       ___        ___


3/4	       ___        ___


3/4	       ___        ___


3/4	       ___        ___  





Gen. (a)   (b) 


3/6  ___  ___


4/6  ___  ___


2/5  ___  ___


6/7  ___  ___


3/4  ___  ___


9/12___  ___


1/9  ___  ___


5/7  ___  ___


1/3  ___  ___


1/4  ___  ___


3/9  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


3/6  ___  ___


2/6  ___  ___


2/5  ___  ___


2/7  ___  ___


3/4  ___  ___


8/9___  ___


1/2  ___  ___


3/5  ___  ___


2/3  ___  ___


4/5  ___  ___


3/9  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


1/2  ___  ___


2/4  ___  ___


3/5  ___  ___


2/4  ___  ___


3/5  ___  ___


1/8 ___  ___


6/9  ___  ___


2/7  ___  ___


1/4  ___  ___


1/3  ___  ___


2/4  ___  ___
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Gen. (a)   (b) 


1/2  ___  ___


4/6  ___  ___


2/5  ___  ___


6/7  ___  ___


3/4  ___  ___


9/12___  ___


6/9  ___  ___


2/7  ___  ___


2/4  ___  ___


3/5  ___  ___


4/9  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


3/6  ___  ___


2/6  ___  ___


2/5  ___  ___


2/4  ___  ___


3/5  ___  ___


8/9___  ___


1/2  ___  ___


3/5  ___  ___


2/3  ___  ___


4/5  ___  ___


3/9  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


1/3  ___  ___


4/6  ___  ___


2/5  ___  ___


6/7  ___  ___


3/4  ___  ___


1/12___  ___


2/6  ___  ___


2/3  ___  ___


2/4  ___  ___


3/5  ___  ___


4/9  ___  ___





genotipo   Fase Cr17a  Cr17b 


2/3	       ___        ___


2/6	       ___        ___


2/3	       ___        ___


4/7	       ___        ___


4/5	       ___        ___


8/12	       ___        ___


2/9	       ___        ___


3/7	       ___        ___


1/2	       ___        ___


1/5	       ___        ___


2/9	       ___        ___  





1ng





genotipo      Fase 	Cr17a  Cr17b   


2/5		___        ___


1/2		___        ___


3/6		___        ___


2/4		___        ___


3/5		___        ___


8/11		___        ___


2/4		___        ___


1/3		___        ___


2/2		___        ___


5/8		___        ___


6/9		___        ___





marker         	genotipo  Fase Cr17a  Cr17b 


1		3/4	       ___        ___


2		4/6	       ___        ___


3		2/2	       ___        ___


4		5/7	       ___        ___


5		4/8	       ___        ___


6		9/12	       ___        ___


7		5/9	       ___        ___


8		6/7	       ___        ___


9		1/3	       ___        ___


10		1/2	       ___        ___


11		2/4	       ___        ___





6





5





4





3





Gen. (a)   (b) 


1/3  ___  ___


4/6  ___  ___


3/5  ___  ___


4/6  ___  ___


3/5  ___  ___


8/9___  ___


1/2  ___  ___


3/5  ___  ___


2/3  ___  ___


4/5  ___  ___


3/9  ___  ___





1





9





8





7





Gen. (a)   (b) 


2/6  ___  ___


2/2  ___  ___


3/5  ___  ___


2/7  ___  ___


3/4  ___  ___


1/12___  ___


6/9  ___  ___


2/7  ___  ___


1/3  ___  ___


1/4  ___  ___


2/3  ___  ___
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Gen. (a)   (b) 


2/6  ___  ___


2/2  ___  ___


3/5  ___  ___


4/6  ___  ___


5/3  ___  ___
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9/12___  ___
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4/9  ___  ___
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