Esame 17
NOME _______________  COGNOME_______________ Num. Matricol______________

1) Indicare i parametri rilevanti che influenzano la specificita’ di una reazione di PCR

2) 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 agtgagtgag ACATACATAC ATACATACAT ACATACATAC ATACATACAT ACATACATAC ATACATACAT ACATACACAT CACTACATAC ATACATACAT gGcgcgcgcg 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 TATCCGAGTG GAAGGAAATT 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 

3)
Il seguente gene presenta tre 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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4) Completare la seguente tabella:

	
	La sequenza e’ ripetuta in tandem?

SI/NO
	Localizzazione genomica:

Interspersi

Telomeri

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

	Minisatelliti
	
	
	

	Duplicazioni segmentali
	
	
	

	Microsatelliti
	
	
	

	Retrovirus-Endogeni
	
	
	


5) 
In un esperimento si stimolano i linfociti umani con Lipopolisaccaride batterico (LPS) e si misura l’effetto sull’espressione  dei geni COX-1 e COX-2, due importanti ciclossigenasi implicate nella risposta infiammatoria. Le misurazioni nelle cellule stimolate sono indicate con –LPS, mentre le misurazioni di controllo sono state effettuate su linfociti non stimolati ma trattati solamente con il solvente (indicate con –diluent). Indicare il risultato di questo esperimento.


6) 
Indicare nei seguenti alberi genealogici gli individui portatori di cromosomi parentali e/o ricombinanti, considerando il marcatore microsatellitare e il fenotipo (indicato in scuro). Indicare anche gli individui della generazione 0 e 1.


7) 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 e semplificato. 

In mice [….] 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], 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.
a) Gli autori definiscono un primo intervallo di 169MB e poi uno di 1.8MB. Come e’ possibile migliorare la risoluzione della prima mappatura? 
b) Spiegare come e’ stato possibile per gli autori di questo studio indicare la presenza di 14 geni nella regione candidata.

E’ riportata qui di seguito la regione candidata ripresa dalla pubblicazione con (nel box) le mutazioni trovate rispetto al “wild-type”:





c) Sulla base di quali considerazioni pensano di aver identificato Ll (Lisch-like) come “gene del diabete” tra tutti i 14 geni candidati?
8) I caratteri poligenici possono spiegare la comparsa di fenotipi complessi a ereditarieta’ non mendeliana, come la palatoschisi. Darne una breve spiegazione.
9) Barrare correttamente le seguenti affermazioni: 







Un polimorfismo non ha mai effetti importanti, ma deboli, sul gene:


VERO
FALSO


Due popolazioni possono presentare differenze di frequenze alleliche per fattori casuali:
VERO
FALSO


In generale, la selezione sta agendo e agira’ sulle frequenze dei polimorfismi oggi noti:
VERO
FALSO

10)
Definire cosa e’ un polimorfismo genetico
11)
Considerare il seguente gene della netrina G1 e i suoi polimorfismi ottenuto dal progetto HapMap (e’ mostrata una finestra di 342000 KB):


a)
Descrivere il significato di questa rappresentazione grafica e che informazioni fornisce

Vi sono 400 aplotipi differenti nella popolazione. I tagSNPs necessari per mantenere le informazioni sulla variabilita’ aplotipica sono illustrati in figura:


b) Che utilita’ possono avere i tag-SNPs nella dissezione delle malattie complesse?
c) Quanti aplotipi potrebbero intercettare- come numero massimo teorico - questi 16 tag-SNP?

12)
I tag-SNPs sono utilizzati in uno studio di associazione (180 casi e 180 controlli) per valutare il rischio di schizofrenia (Fukasawa et al., J. Med. Dent Sci 2004). Un particolare aplotipo presenta un OR=  1.46 (95% CI 1.08-1.98). Discutere al meglio il risultato da punto di vista epidemiologico/statistico e genetico, e fare delle ipotesi su cio’ che potrebbe essere la causa della alterazione del funzionamento del gene.
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