Esame 2

Viene intrapreso uno studio dei profili di espressione genica del tumore ovarico.

Si raccolgono i campioni di tessuto tumorale dei pazienti e si raccoglie anche il tessuto “normale” limitrofo.

Volendo caratterizzare il maggior numero possibile di geni si opta per una analisi basata su micro-array.

1) Indicare in che cosa consiste tale metodo di indagine, e illustrarne gli aspetti tecnici e biologici.

I dati vengono analizzati secondo metodiche basate sulla “Cluster Analysis” e viene identificato un piccolo sotto-gruppo di geni (quali Her2-neu, CCNE1, PTK2, STK6, STMN1, PDGFR, VEGF-C) che sembra permettere la classificazione del tumore nel tipo “aggressivo oppure “non aggressivo”. 

Si decide di utilizzare altri approcci per confermare i risultati. Si effettua cosi’ un Northern Blot.

2) Discutere in che cosa consiste tale metodo di indagine e illustrarne gli aspetti tecnici e biologici.

Da questa indagine risulta che un gene non varia la sua espressione, percio’ non viene  confermato il risultato del punto (1).

Si va a vedere la struttura del gene e la posizione delle sonde qui di seguito schematizzate:


Struttura dell’ mRNA:



Posizione delle sonde del micro-array:


Posizione della sonda per Northern Blot:

3) Ci sono almeno un paio di motivi che potrebbero spiegare la differenza del risultato. Sapreste indicarli?

Per ottenere una misura piu’ precisa di alcuni dei geni che variano l’espressione, si ritiene opportuno di utilizzare la “reverse-transcriptase real-time PCR”.

4) Discutere in che cosa consiste tale metodo di indagine e illustrarne gli aspetti tecnici e biologici.

Per il gene CCNE1 si ottiene il seguente grafico (nel grafico e’ anche rappresentato un gene “housekeeping”, che e’ similmente espresso nel tessuto sano e tumorale) (ignorare le linee non indicate dalle frecce):


5) Cosa e’ rappresentato sull’asse delle “Y”?

6) Cosa e’ rappresentato sull’asse delle “X”?

7) Cosa rappresenta il grafico?

8) Cosa rappresenta la linea orizzontale

9) Calcolare quante volte e’ aumentata l’espressione del gene nel tessuto tumorale, mostrando il procedimento di calcolo.





















































































































































































CCNE1nel tessuto sano





Gene housekeeping nel tessuto sano





Gene housekeeping nel tessuto tumorale








CCNE1nel tessuto tumorale
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