Esame 23

NOME _________________  COGNOME___________________ Num. Matricol______________

Un breve cDNA viene prodotto artificialmente per sintesi chimica allo scopo di costruire una curva di taratura per il 5’ Nuclease assay (Real-time RT-PCR). 

Domanda 1):
Descrivere il principio di funzionamento di questo metodo di indagine (anche detto “TaqMan assay”).

Un quantitativo noto del cDNA di cui sopra viene replicato in diluizioni seriali 1:10.

Si effettua il saggio e misuriamo il valore di Ct raggiunto al valore soglia.

Domanda 2):
Spiegare in cosa consiste il valore soglia e cosa e’ Ct.

I risultati relativi alle misurazioni effettuate sono riportati in tabella:

	
	Concentrazione nota (pico molare)
	Ct

	
	
	

	Provetta 1
	100
	8

	Provetta 2
	10-1
	11

	Provetta 3
	10-2
	15

	Provetta 4
	10-3
	18

	Provetta 5
	10-4
	21

	Provetta 6
	10-5
	25


Domanda 3):
Tracciare il grafico e spiegare cosa possiamo dire sull’efficienza della PCR
Domanda 4):
Quando si estrae l’mRNA da tessuto, nel tubo di reazione della real-time PCR si ottiene un Ct di 23. Qual e’ la concentrazione del cDNA ottenuto da tessuto, nella miscela di reazione?

Domanda 5):
Nel disegnare il saggio di RT real-time PCR per la misurazione della quantita` del cDNA, quale di queste terne primers-sonde sono da scartare? (le frecce indicano le direzioni 5’->3’)

DNA genomico:



1) 


2)


3)


4)


5)


6)



Nella seguente sequenza di DNA genomico e’ riportato in minuscolo un segmento intronico da amplificare per PCR: 

CCAAGACCTG CCCTGTGCAG CTGTGGGTTG ATTCCACACC CCCGCCCGGC  7519193

ACCCGCGTCC GCGCCATGGC CATCTACAAG CAGTCACAGC ACATGACGGA  7519143

GGTTGTGAGG CGCTGCCCCC ACCATGAGCG CTGCTCAGAT AGCGATGgtg  7519093
agcagctggg gctggagaga cgacagggct ggttgcccag ggtccccagg  7519043
cctctgattc ctcactgatt gctcttagGT CTGGCCCCTC CTCAGCATCT  7518993

TATCCGAGTG GAAGGAAATT TGCGTGTGGA GTATTTGGAT GACAGAAACA  7518943

CTTTTCGACA TAGTGTGGTG GTGCCCTATG AGCCGCCTGA Ggtctggttt  7518893

Domanda 6):
Indicare una sola coppia di primers valida (usare F e R)
1)CGCTGCCCCC ACCATGAGCG

2)CTGGCCCCTC CTCAGCATCT

3)GCGCCATGGC CATCTACAAG
4)AGATGCTGAG GAGGGGCCAG

5)GAGGGGCCAG ACCTAAGAGC

6)CTGCTCAGAT AGCGATGGTG 

7)CTGTGGGTTG ATTCCACACC 

Domanda 7):
Scrivere all’interno della casella quale delle risposte suggerite si addice a ciascuna categoria di sequenze ripetute

	
	La sequenza e’ ripetuta in tandem?
SI/NO
	Localizzazione genomica:

INTERSPERSI / TELOMERI / CENTROMERI
	Lunghezza della sequenza  soggetta a ripetizione:

<6 pb /

6-500 pb /  >1000 pb
	Le ripetizioni sono perfettamente conservate?
SI/NO
	Contengono geni? 

SI/NO
	Il meccanismo di duplicazione prevede un Intermedio a RNA?

SI / NO
	Il meccanismo di duplicazione prevede

1) cross-over ineguale

o

2) Errori della DNA polimerasi

o

3) riarriangiamenti cromosomici

	Famiglie geniche (geni duplicati)
	
	
	
	
	
	
	

	Minisatelliti
	
	
	
	
	
	
	

	Duplicazioni segmentali
	
	
	
	
	
	
	

	Microsatelliti
	
	
	
	
	
	
	

	LINEs
	
	
	
	
	
	
	

	Pseudogeni processati
	
	
	
	
	
	
	

	SINEs
	
	
	
	
	
	
	

	Trasposoni a DNA
	
	
	
	
	
	
	


Domanda 8): E’ stato effettuato il sequenziamento di un dato gene in campioni di DNA di Caucasici. Il gene e’ lungo 30000 paia di basi. Descrivere la metodologia di Sanger del sequenziamento e cercare di discutere i problemi relativi al fatto di sequenziare una regione genomica cosi’ ampia.

Domanda 9): Il sequenziamento ha permesso di rinvenire 35 siti polimorfici. La maggior parte di essi consistevano in SNPs. Che vuol dire SNPs?

Domanda 10):  La struttura del locus e’ cosi’ schematizzabile: 


SNP1

SNP2
  [ ….. ]
SNP58

SNP59

---------A/C--------------C/T-----[. . . . ]----------C/G-------------C/T---------

Ci si pone la domanda di identificare gli aplotipi. Perche’ non e’ possibile identificarli direttamente dalla traccia del sequenziamento?

Domanda 11): Quali possono essere le strategie per identificare gli aplotipi?

L’analisi evidenzia un pattern di linkage disequilibrium riportato in figura (e’ riportato il parametro r2):
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Domanda 12) Illustrare e spiegare dettagliatamente la mappa di prossimita’ e il suo significato

Domanda 13) Saresti in grado di individuare eventuali “blocchi” di LD? Che cosa sono?

Domanda 14) Spiegare dettagliatamente come e’ possibile utilizzare le conoscenze della mappa del LD per effettuare studi genetici
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