Esame 35

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 CGCTGCCCCC ACCATGAGCG CGCTGCCCCC ACCATGAGCG cgacagggct ggttgcccag ggtccccagg ggtccccagg 

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 (marcata in GRASSETTO) 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”  GAPDH e per TP53 secondo questo schema:

	GAPDH
	
	TP53

	Concentrazione (fmol)
	Ct
	
	Concentrazione (fmol)
	Ct

	10
	7
	
	10
	7

	1 
	10
	
	1
	12

	0.1
	13
	
	0.1
	18

	0.01
	17
	
	0.01
	22

	0.001
	20
	
	0.001
	27


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) = 22. Cosa possiamo dire circa l’espressione di TP53 e di GAPDH?
Domanda 4):
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 e sono riportati semplicemente in ordine crescente col numero di repeats. I 4 marcatori corrispondono alla posizione riportata sul cromosoma. I portatori del fenotipo sono in scuro.
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Domanda 5):
Fare una semplice lista dei passaggi necessari per poter identificare il gene della regione candidata di cui alla domanda (4).

Domanda 6):
Definire cosa e’ un polimorfismo genetico
Domanda 7):
Indicare con una o piu’ croci le giuste attinenze:

	
	Analisi di linkage
	DNA fingerprinting
	transcriptome profiling
	Analisi quantitativa dell’espressione genica
	Analisi semi-quantitativa di espressione genica
	Rilevamento di splicing alternativo di trascritti
	Reazione di Sanger (sequenziamento)

	SNPs
	
	
	
	
	
	
	

	Mutazioni
	
	
	
	
	
	
	

	DNA satellite
	
	
	
	
	
	
	

	microsatelliti
	
	
	
	
	
	
	

	northern blot
	
	
	
	
	
	
	

	RT-qPCR
	
	
	
	
	
	
	

	micro-arrays per SNPs
	
	
	
	
	
	
	

	micro-arrays per gene-expression
	
	
	
	
	
	
	


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)

	DNA α-satellite
	
	
	
	
	

	Sequenze Alu
	
	
	
	
	

	Microsatelliti
	
	
	
	
	

	Virus-like elements
	
	
	
	
	

	Duplicazioni segmentali
	
	
	
	
	


Domanda 9):
Descrivere metodi e applicazioni della “comparative genome hybridization”.
Domanda 10):
Considerare il seguente gene (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

b) Che utilita’ possono avere i tag-SNPs nella dissezione delle malattie complesse?

c) Quanti aplotipi potrebbero intercettare- come numero massimo teorico - 16 tag-SNPs?

Domanda 11):
I tag-SNPs sono utilizzati in uno studio di associazione (180 casi e 180 controlli) per valutare il rischio di schizofrenia. 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.


























































































































































markers:               4      3                                        2       1





Gen. (a)   (b) 


1/2  ___  ___


2/4  ___  ___


2/5  ___  ___


2/7  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


2/6  ___  ___


2/6  ___  ___


2/5  ___  ___


2/7  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


1/3  ___  ___


4/6  ___  ___


2/5  ___  ___


4/6  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


3/6  ___  ___


2/2  ___  ___


3/5  ___  ___


2/4  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


3/6  ___  ___


2/6  ___  ___


2/5  ___  ___


6/7  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


2/6  ___  ___


2/4  ___  ___


3/5  ___  ___


6/7  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


1/3  ___  ___


4/6  ___  ___


3/5  ___  ___


4/6  ___  ___





      Fase Cr17a  Cr17b 


1/6       ___        ___


2/4       ___        ___


5/5       ___        ___


2/6       ___        ___





    Fase Cr17a  Cr17b 


2/3       ___        ___


2/6       ___        ___


2/3       ___        ___


4/7       ___        ___





genotipo  Cr17a  Cr17b   


2/5	___        ___


1/2	___        ___


3/6	___        ___


2/4	___        ___





marker      	genotipo  Fase Cr17a  Cr17b 


1	3/4	       ___        ___


2	4/6	       ___        ___


3	2/2	       ___        ___


4	5/7	       ___        ___








