Esame 37

NOME _________________  COGNOME___________________ Num. Matricol______________

Domanda 1):
Data la seguente sequenza di DNA genomico del gene TP53 (esoni sottolineati): 

GGTTGTGAGG CGCTGCCCCC ACCATGAGCG CTGCTCAGAT AGCGATGgtg agcagctggg gctggagaga cgacagggct ggttgcccag ggtccccagg cctctgattc ctcactgatt gctcttagGT CTGGCCCCTC CTCAGCATCT TATCCGAGTG GAAGGAAATT TGCGTGTGGA GTATTTGGAT GACAGAAACA GGTTGTGAGG CGCTGCCCCC ACCATGAGCG CTGCTCAGAT AGCGATGgtg agcagctggg gctggagaga cgacagggct ggttgcccag ggtccccagg cctctgattc ctcactgatt gctcttagGT CTGGCCCCTC CTCAGCATCT TATCCGAGTG GAAGGAAATT TGCGTGTGGA GTATTTGGAT GACAGAAACA 

Disegnare una coppia di primers (20pb) in grado di amplificare il relativo cDNA ED INDICARNE LA POSIZIONE CON FRECCIA ANCHE SUL TESTO.




F=5’_________________________
R=5’___________________________

Si utilizza una sonda allo scopo di misurare l’espressione del trascritto con metodologia real-time qPCR. A tale scopo si costruiscono preliminarmente le curve di taratura per il gene “housekeeping”  HPRT e per TP53 secondo questo schema:

	GAPDH
	
	TP53

	Concentrazione (fmol)
	Ct
	
	Concentrazione (fmol)
	Ct

	10
	7
	
	10
	15

	1 
	10
	
	1
	17

	0.1
	13
	
	0.1
	21

	0.01
	17
	
	0.01
	26

	0.001
	20
	
	0.001
	28

	
	
	
	
	


Domanda 2):
Disegnare le rette di taratura e calcolare se la metodica PCR impiegata risponde alle attese.
Domanda 3):
In una misurazione tissutale otteniamo il seguente risultato: Ct (GAPDH) = 13; Ct (TP53) = 26. Cosa possiamo dire circa l’espressione di TP53?
Domanda 4):
Dare la definizione di mutazione genetica
Domanda 5):
Indicare con una o piu’ croci le giuste attinenze:
	
	Analisi di linkage
	DNA fingerprinting (genetica forense)
	micro-array
	Analisi dell’espressione genica
	Sonde Taqman®
	VNTR

	Polimorfismo
	
	
	
	
	
	

	Sequenza Alu
	
	
	
	
	
	

	DNA alfoide
	
	
	
	
	
	

	cDNA
	
	
	
	
	
	

	Albero genealogico
	
	
	
	
	
	

	Quantitative-PCR
	
	
	
	
	
	

	APEX
	
	
	
	
	
	

	Trascrittoma
	
	
	
	
	
	

	Marcatori genetici
	
	
	
	
	
	


Domanda 6):
Indicare la regione candidata del cromosoma 17 che potrebbe contenere il gene codificante per un carattere autosomico dominante (non e’ richiesto il calcolo del LOD score). 
NB: I genotipi microsatellitari indicati alla sinistra dei box non sono in fase gli uni nei confronti degli altri e sono riportati sulla semplice base del numero di repeat, in numero crescente. I marcatori sono 4 e corrispondono alla posizione riportata sul cromosoma in basso. I portatori del fenotipo di interesse sono riportati in scuro.
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Domanda 7):
Spiegare come sarebbe possibile identificare il gene responsabile del fenotipo, dell’esercizio precedente.
Domanda 8):
Compilare la seguente tabella:
	
	La sequenza e’ ripetuta in tandem?

SI/NO
	Lunghezza approssimata

dell’unita’ di base ripetuta 
	Degenerazione della sequenza

SI/NO
	Localizzazione genomica:

I=Interspersi

T=Telomeri

C=Centromeri
	Scrivere nello spazio il meccanismo o i meccanismi che hanno portato alla duplicazione della sequenza.
COI= cross over ineguale

SM= slippage misalignment

RC= riarriangiamenti cromosomici

RT= retro-trasposizione

TR= Trasposizione attiva (trasposasi)

	LINE-1
	
	
	
	
	

	DNA Beta-Sau
	
	
	
	
	

	Microsatelliti
	
	
	
	
	

	Trasposone P1
	
	
	
	
	

	Delezioni segmentali
	
	
	
	
	


Domanda 9):
Indicare se sono vere o false le seguenti affermazioni relative alla CGH

	
	Vero
	Falso

	CGH significa:  “Comparison of Genome Homologies”
	
	

	Per effettuare la CGH si devono preliminarmente preparare dei vetrini con nuclei interfasici
	
	

	Per effettuare la CGH si devono marcare direttamente i cromosomi metafasici con specifici fluorocromi
	
	

	Per effettuare la CGH e’ necessario un supporto solido
	
	

	Per effettuare la CGH e’ necessario l’utilizzo di un solo fluorocromo che emetta nel rosso
	
	

	Per effettuare la CGH devo effettuare la marcatura differenziale di un DNA tester e di un DNA di controllo
	
	

	Per effettuare la CGH occorre l’utilizzo di due fluorocromi differenti
	
	

	La risoluzione della CGH e’ dell’ordine delle 50mila paia di basi
	
	

	La array-CGH permette di rilevare le traslocazioni cromosomiche bilanciate
	
	

	La array-CGH permette di rilevare le mutazioni puntiformi
	
	

	La array-CGH permette di rilevare alcuni sbilanciamenti nel numero di copie tra DNA differenti
	
	

	La array-CGH permette di rilevare le duplicazioni segmentali con risoluzione di 5-10 milioni di paia di basi
	
	

	La array-CGH permette di rilevare delle micro-duplicazioni della grandezza di 5-10 nucleotidi
	
	

	Con gli SNP-array e’ possibile effettuare delle misure per studiare le variazioni del numero di copie
	
	

	
	
	


Domanda 10):
Una pianta eterozigote Aa/Bb viene incrociata con la doppia omozigote aa/bb. I loci A e B segregano indipendentemente, essendo su cromosomi diversi. Ogni allele A e B, secondo un modello additivo, aggiunge 7 cm all’altezza, mentre gli alleli a e b non aggiungono nulla al carattere. Indicare le frequenze dei genotipi della F1 e descrivere un grafico delle classi fenotipiche che si possono osservare, considerando che la altezza di base della pianta aa/bb e’ 180 cm.

Domanda 11):
Indicare con una croce le attinenze (possibili risposte multiple):

	
	Metabolismo xenobiotici
	Odd ratio
	LOD score
	Aumento del  linkage disequilibrium tra polimorfismi
	Polimorfismi genetici
	Studio di associazione caso-controllo
	Analisi di Linkage
	Trios (padre-madre-figlio)
	Haploview

	GWAS
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Marcatori genet.
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	aplotipo
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	tag-SNP
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	mappa di prossimita’
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	collo di bottiglia
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	associazione genetica tra alleli
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	associazione statistica
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	crossing-over
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	deriva genetica
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Predisposizione a patologie
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	numero di generazioni
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	fondatore di una popolazione
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Domanda 12):
Spiegare tramite quali meccanismi e’ possibile osservare un fenotipo continuo (QTL, quantitative trait loci).

Domanda 13):
La comprensione del metabolismo della isoniazide ha avuto un ruolo storicamente importante nel comprendere le basi della differente risposta individuale alle sostanze esogene. Spiegare.

Domanda 14):
Nell’effettuare gli studi di associazione caso-controllo occorrono dei criteri per selezionare i campioni da analizzare e i polimorfisi da genotipizzare. Quali? Spiegare.
Domanda 15):
Un dato gene presenta la seguente struttura nella popolazione europea:






	
	SNP1
	SNP2
	VNTR1
	SNP3
	SNP4
	Frequenza

	Aplotipo 1
	A
	C
	A1
	A
	T
	0.40

	Aplotipo 2
	C
	T
	A1
	A
	G
	0.20

	Aplotipo 3
	A
	T
	A4
	G
	G
	0.17

	Aplotipo 4
	A
	T
	A1
	A
	G
	0.10

	Aplotipo 5
	C
	T
	A4
	G
	G
	0.09

	Aplotipo 6
	C
	C
	A4
	A
	G
	0.02

	Aplotipo 7
	C
	C
	A7
	A
	T
	0.02


Indicare le frequenze alleliche di ciascun polimorfismo

Domanda 16)
Calcolare il livello di linkage disequilibrium tra SNP2 e SNP4 (r2)

Domanda 17)
In uno studio caso-controllo condotto su 100mila casi e 100mila controlli si identifica una associazione tra l’SNP2 (utilizzato come tag-SNP con soglia di r2>0.80) e una data patologia, secondo quanto sotto riportato. Discutere il risultato dal punto di vista statistico, genetico e biologico. 
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marker      	genotipo  Fase Cr17a  Cr17b 


1	1/4	       ___        ___


2	4/5	       ___        ___


3	2/2	       ___        ___


4	5/8	       ___        ___






































markers:                                                                4  3    2    1























Gen. (a)   (b) 


1/2  ___  ___


2/4  ___  ___


2/5  ___  ___


6/8  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


2/6  ___  ___


4/5  ___  ___


2/5  ___  ___


6/8  ___  ___
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1





T/T





C/T





C/C





Gen. (a)   (b) 


1/6  ___  ___


2/5  ___  ___


2/5  ___  ___


2/4  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


1/6  ___  ___


2/5  ___  ___


2/5  ___  ___


6/8  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


2/6  ___  ___


2/2  ___  ___


1/5  ___  ___


2/8  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


1/6  ___  ___


2/4  ___  ___


1/5  ___  ___


4/6  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


1/6  ___  ___


2/5  ___  ___


1/5  ___  ___


4/6  ___  ___





    Fase Cr17a  Cr17b 


2/1       ___        ___


2/5       ___        ___


2/1       ___        ___


4/8       ___        ___





      Fase Cr17a  Cr17b 


1/6       ___        ___


2/4       ___        ___


5/5       ___        ___


2/6       ___        ___





genotipo  Cr17a  Cr17b   


2/5	___        ___


1/2	___        ___


1/6	___        ___


2/4	___        ___





A1, n=1


A4, n=4


A7, n=7





VNTR1





C>A





SNP1





Arg>Pro





SNP4





G>T





T>C





SNP2





SNP3





Ala>Ala





G>A





Esone 3





Promotore





Esone 1





Esone 2








