Esame 24
NOME _______________  COGNOME_______________ Num. Matr.______________

1) Indicare con un “+”quali dei seguenti parametri aumentano la specificita’ di una normale reazione di PCR e con un “-“ quelli che hanno effetto opposto. Allo stesso modo indicare con “+” e con “-“ quelli che influenzano la quantita’ del prodotto di reazione. Indicare con “=” quelli ininfluenti.
	
	Specificita’ della PCR
	Quantita’ dell’amplificato

	Bassa concentrazione di magnesio
	
	

	Bassa processivita’ della TaqPolimerasi
	
	

	Bassa temperatura di ibridazione
	
	

	Presenza di strutture secondarie dei primers
	
	

	Primers interni a sequenze altamente ripetute
	
	

	Primers ibridanti su geni ortologhi
	
	

	Primers ibridanti su regioni introniche
	
	

	Primers ibridanti su duplicazioni segmentali
	
	

	Primers a cavallo tra esone e introne
	
	

	Condizioni di ibridazione fortemente stringenti
	
	

	Bassa concentrazione dei primers
	
	

	Presenza di mismatch al 5’ dei primers
	
	

	Presenza di mismatch al 3’ dei primers
	
	

	Numero di cicli >30
	
	

	Ampliconi >1500bp
	
	


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 cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg TCTCTCGCGC TCCTCTCGCA GAGCTCGCGC GCGCCATGGC cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg cgcgcgcgcg cgcgcgcgct gactgactga ctgactgact gactgactga ctgactgacC CTGCTCAGAT AGCGATGgtg agcagctggg gctggagaga cgacagggct ggttgcccag ggtccccagg cctctgattc ctcactgatt gctcttagGT CTGGCCCCTC CTCAGCATCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT 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 

Primer F= 5’_________________________3’
PRIMER R= 5’______________________________3’
3) Il seguente gene presenta quattro 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
	Lunghezza approssimata

del “core” 
	Localizzazione genomica:

Interspersi

Telomeri

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

	DNA α-satellite
	
	
	
	

	Sequenze Alu
	
	
	
	

	Microsatelliti
	
	
	
	

	Trasposoni a DNA
	
	
	
	

	Duplicazioni segmentali
	
	
	
	

	Mini-satelliti ipervariabili
	
	
	
	


5) Essendo nota la quantita’ di partenza (1ng) di un dato cDNA, si effettua una serie di diluizioni scalari che vengono misurate tramite PCR quantitativa. Si richiede qual e’ la quantita’ dei vari campioni di cDNA se l’efficienza di questa PCR e’ totale.



6) In una ampia famiglia utilizzata per lo studio genetico della sindrome di Li Fraumeni sono riportati 11 marcatori microsatellitari del cromosoma 17. Ciascun genotipo e’ riportato indicando a sinistra l’allele col numero piu’ basso, quindi non in fase rispetto agli altri. Riscrivere negli spazi bianchi i genotipi nella corretta fase.









7) Indicare sul cromosoma qui sotto la regione minima candidata che contiene il gene della sindrome (non e’ richiesto il calcolo del LOD score)

8) Una regione candidata e’ identificabile tramite studi di linkage su famiglie umane (come in domanda 7), approfittando di piccole anomalie citogenetiche sui cromosomi dei probandi, o facendo studi di linkage spinto nei topi e affidandosi alla sintenia tra uomo e topo. Considerando che il clonaggio posizionale non si fa piu’, quali strategie ci permetteranno di identificare la mutazione responsabile della sindrome della domanda (7)?
9) Barrare correttamente le seguenti affermazioni: 







un carattere poligenico segrega con ereditarieta’ semplice (dominante/recessivo)

VERO FALSO
un carattere complesso prevede interazioni gene-gene e gene-ambiente 


VERO FALSO
un fenotipo complesso puo’ derivare dalla somma degli effetti dei singoli geni 


VERO FALSO
un fenotipo complesso puo’ derivare dall’interazione tra alcuni polimorfismi e l’ambiente 
VERO FALSO
i caratteri complessi hanno ereditabilita’ (H) elevata 





VERO FALSO
un fenotipo complesso puo’ derivare dall’interazione tra polimorfismi in loci diversi

VERO FALSO

un carattere complesso che ha incidenze differenti nei sessi ha ereditabilita’ maggiore

se il genitore affetto e’ quello di sesso con incidenza piu’ bassa



VERO FALSO

un fenotipo complesso puo’ derivare dalla moltiplicazione degli effetti dei singoli geni

VERO FALSO

i caratteri complessi mostrano sempre concordanza completa tra gemelli MZ


VERO FALSO
la comparsa del medesimo fenotipo complesso in due familiari di primo grado 

indica una forte componente genetica del carattere





VERO FALSO
la comparsa del medesimo fenotipo complesso in due gemelli DZ 

indica una forte componente genetica del carattere





VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso

il controllo ideale sono i gemelli DZ






VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso

il controllo ideale sono i gemelli MZ separati alla nascita in famiglie diverse


VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso

il controllo ideale sono i parenti di primo grado vissuti in ambienti differenti


VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso

si paragona la concordanza tra gemelli DZ e gemelli MZ




VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso

si paragona la concordanza tra fratelli e gemelli MZ





VERO FALSO

per studiare correttamente il contributo genetico di un carattere complesso

si paragona la concordanza tra parenti di primo grado e gemelli MZ



VERO FALSO

il colore della pelle e’ un carattere che risente dell’effetto-soglia



VERO FALSO

la pressione sanguigna e’ un carattere complesso che risente dell’effetto-soglia


VERO FALSO
il diabete risente dell’effetto-soglia







VERO FALSO

10) Definire brevemente cosa e’ un polimorfismo genetico e spiegare perche’ la definizione e’ arbitraria.





11) Indicare con “+”  “-“  quello che causa un aumento o diminuzione del linkage disequilibrium (con  “=“ quando e’ ininfluente/non pertinente) di una popolazione piccola e isolata.
	mutazioni germinali
	

	ricombinazione meiotica
	

	deriva genetica
	

	dominanza incompleta
	

	numero di generazioni
	

	geni candidati
	

	collo di bottiglia
	

	mutazioni somatiche
	

	presenza di regioni con LOD score statisticamente significativo
	

	selezione naturale 
	

	associazione a malattie complesse
	

	effetto-soglia
	

	linkage disequilibrium
	

	tempo
	

	numero di meiosi informative
	

	duplicazioni segmentali
	

	effetto del fondatore
	


12) Dare una breve definizione di “haplotype-Tagging-SNP”


13) Calcolare il numero massimo teorico di aplotipi che possono essere intercettati da 16 SNPs.

14) Calcolare il valore di Odd Ratio e il relativo intervallo di confidenza degli individui eterozigoti e degli omozigoti rari nel seguente studio di associazione caso-controllo.
	
	C/C
	C/G
	G/G
	

	Casi
	650
	250
	100
	1000

	Controlli
	550
	230
	220
	1000


15) Che cosa potremmo sul risultato, considerando gli aspetti genetici?
16) Calcolare il valore di LD (r2) tra l’SNP5 e SNP6 di questa serie di aplotipi della popolazione Caucasica. 

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
T C T T T A  T  G  C  T  C  C  G  T  A  G  T  T  A  T 
(0.358)

T C T T T A  T  G  C  C  C  C  G  T  A  G  T  T  A  T 
(0.183)

T C T T T A  T  G  T  C  C  C  G  T  A  G  T  T  A  T 
(0.175)

T C T T T A  C  G  C  T  C  C  G  T  A  G  T  T  A  T 
(0.150)

C T C C C G  T  A  C  C  G  T  T  A  G  C  C  C  G  C 
(0.092)

C C C C C G  T  G  C  C  G  T  T  A  G  C  C  C  G  T 
(0.017)

C T C C C A  T  G  C  T  C  C  G  T  A  G  T  T  A  T 
(0.008)

T C T T T A  C  G  T  C  C  C  G  T  A  G  T  T  A  T 
(0.008)

C C C C T A  T  G  T  C  G  C  G  T  A  G  C  T  G  C 
(0.008)

17) Tentare di identificare gli haplotype-tagging SNPs. 
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Gen. (a)   (b) 


3/6  ___  ___


2/6  ___  ___


3/5  ___  ___


2/4  ___  ___


3/5  ___  ___


1/8___  ___


2/6  ___  ___


3/5  ___  ___


2/3  ___  ___


4/5  ___  ___


2/3  ___  ___

















genotipo   Fase Cr17a  Cr17b 


1/6	       ___        ___


2/4	       ___        ___


5/5	       ___        ___


2/6	       ___        ___


3/3	       ___        ___


1/9	       ___        ___


1/6	       ___        ___


2/5	       ___        ___


3/4	       ___        ___


3/4	       ___        ___


3/4	       ___        ___  





Gen. (a)   (b) 


3/6  ___  ___


4/6  ___  ___


2/5  ___  ___


6/7  ___  ___


3/4  ___  ___


9/12___  ___


1/9  ___  ___


5/7  ___  ___


1/3  ___  ___


1/4  ___  ___


3/9  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


3/6  ___  ___


2/6  ___  ___


2/5  ___  ___


2/7  ___  ___


3/4  ___  ___


8/9___  ___


1/2  ___  ___


3/5  ___  ___


2/3  ___  ___


4/5  ___  ___


3/9  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


1/2  ___  ___


2/4  ___  ___


3/5  ___  ___


2/4  ___  ___


3/5  ___  ___


1/8 ___  ___


6/9  ___  ___


2/7  ___  ___


1/4  ___  ___


1/3  ___  ___


2/4  ___  ___
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Gen. (a)   (b) 


1/2  ___  ___


4/6  ___  ___


2/5  ___  ___


6/7  ___  ___


3/4  ___  ___


9/12___  ___


6/9  ___  ___


2/7  ___  ___


2/4  ___  ___


3/5  ___  ___


4/9  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


3/6  ___  ___


2/6  ___  ___


2/5  ___  ___


2/4  ___  ___


3/5  ___  ___


8/9___  ___


1/2  ___  ___


3/5  ___  ___


2/3  ___  ___


4/5  ___  ___


3/9  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


1/3  ___  ___


4/6  ___  ___


2/5  ___  ___


6/7  ___  ___


3/4  ___  ___


1/12___  ___


2/6  ___  ___


2/3  ___  ___


2/4  ___  ___


3/5  ___  ___


4/9  ___  ___





genotipo   Fase Cr17a  Cr17b 


2/3	       ___        ___


2/6	       ___        ___


2/3	       ___        ___


4/7	       ___        ___


4/5	       ___        ___


8/12	       ___        ___


2/9	       ___        ___


3/7	       ___        ___


1/2	       ___        ___


1/5	       ___        ___


2/9	       ___        ___  








genotipo      Fase 	Cr17a  Cr17b   


2/5		___        ___


1/2		___        ___


3/6		___        ___


2/4		___        ___


3/5		___        ___


8/11		___        ___


2/4		___        ___


1/3		___        ___


2/2		___        ___


5/8		___        ___


6/9		___        ___





marker         	genotipo  Fase Cr17a  Cr17b 


1		3/4	       ___        ___


2		4/6	       ___        ___


3		2/2	       ___        ___


4		5/7	       ___        ___


5		4/8	       ___        ___


6		9/12	       ___        ___


7		5/9	       ___        ___


8		6/7	       ___        ___


9		1/3	       ___        ___


10		1/2	       ___        ___


11		2/4	       ___        ___
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Gen. (a)   (b) 


1/3  ___  ___


4/6  ___  ___


3/5  ___  ___


4/6  ___  ___


3/5  ___  ___


8/9___  ___


1/2  ___  ___


3/5  ___  ___


2/3  ___  ___


4/5  ___  ___


3/9  ___  ___
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Gen. (a)   (b) 


2/6  ___  ___


2/2  ___  ___


3/5  ___  ___


2/7  ___  ___


3/4  ___  ___


1/12___  ___


6/9  ___  ___


2/7  ___  ___


1/3  ___  ___


1/4  ___  ___


2/3  ___  ___











Gen. (a)   (b) 


2/6  ___  ___


2/2  ___  ___


3/5  ___  ___


4/6  ___  ___


5/3  ___  ___


9/12___  ___


1/9  ___  ___


5/7  ___  ___


1/3  ___  ___


1/4  ___  ___


2/3  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


1/2  ___  ___


2/4  ___  ___


3/5  ___  ___


4/6  ___  ___


3/5  ___  ___


1/8___  ___


2/6  ___  ___


2/3  ___  ___


1/4  ___  ___


1/3  ___  ___


2/4  ___  ___





Gen. (a)   (b) 


1/3  ___  ___


4/6  ___  ___


3/5  ___  ___


4/6  ___  ___


3/5  ___  ___


8/9___  ___


1/2  ___  ___


3/5  ___  ___


2/3  ___  ___


3/5  ___  ___


2/4  ___  ___
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Gen. (a)   (b) 


1/3  ___  ___


4/6  ___  ___


2/5  ___  ___


6/7  ___  ___


3/4  ___  ___


9/12___  ___


1/9  ___  ___


5/7  ___  ___


2/4  ___  ___


3/5  ___  ___


4/9  ___  ___





1ng





4





5





6





9





1





2





3





4





5





6





7





8





9





Promoter





Exon 1





Exon 2





Exon 3





Exon 4





Exon 5





Exon 6





Exon 7





Exon 9





Exon 8








PAGE  
1

