Esame 13

NOME _________________  COGNOME___________________ Num. Matricol______________

Una sequenza tratta da cDNA viene clonata e purificata allo scopo di averne un quantitativo misurabile. Il quantitativo noto viene replicato in diluizioni seriali 1:10. Tramite Realtime-PCR si misurano i Ct corrispondenti alle varie diluizioni. I risultati sono schematizzati nella tabella seguente:



Provetta 1:    1     pmol/µl

Ct=
12

Provetta 2: 0.1     pmol/µl


15,5

Provetta 3: 0.01   pmol/µl


19

Provetta 4: 0.001 pmol/µl (1fmol/µl)
23

Provetta 5: 10-4    pmol/µl (10fmol/µl)
26.5
Domanda 1):   Spiegare in cosa consiste il valore soglia e cosa e’ il Ct.

Domanda 2):   Riportare in grafico il fascio di curve, rappresentare il Log della fluorescenza sull’asse delle Y (scala arbitraria) e il numero di cicli sull’asse delle X.
Domanda 3):
Sulla base dei dati ottenuti cosa possiamo dire sull’efficienza della PCR?

Domanda 4):   Un cDNA ricavato da un estratto di tessuto e analizzato in parallelo agli standard ha un Ct di 21. Qual e’ la sua concentrazione?
Domanda 5):
Indicare sullo schema, due coppie di primers che siano in grado di discriminare l’isoforma Esone1-Esone2-Esone3 del trascritto, dalla variante di splicing alternativo che prevede exon-skipping dell’esone 2. Posizionare le sonde in modo da non permettere l’amplificazione del DNA genomico.
DNA genomico:



Domanda 6):   Data la seguente sequenza FASTA, disegnare due coppie di primers per effettuare una nested-PCR atta ad amplificare il segmento sottolineato.
ACCCGCGTCC GCGCCATGGC CATCTACAAG CAGTCACAGC ACATGACGGA  9143

GGTTGTGAGG CGCTGCCCCC ACCATGAGCG CTGCTCAGAT AGCGATGgtg  9093
agcagctggg gctggagaga cgacagggct ggttgcccag ggtccccagg  9043
cctctgattc ctcactgatt gctcttagGT CTGGCCCCTC CTCAGCATCT  8993

TATCCGAGTG GAAGGAAATT TGCGTGTGGA GTATTTGGAT GACAGAAACA  8943

Domanda 7):  Discutere in che cosa consiste una “segmental duplication”, come si potrebbe analizzare, che conseguenze evoluzionistiche ha.
Domanda 8):  Mettere in ordine di eterozigosita’ i seguenti marcatori:

a)
RFLP;
p=0.6,q=0.4

b)
VNTR;
p1=0.1; p2=0.2; p3=0.2; p4=0.4; p5=0.1
d)
SNP;
p=0.5; q=0.5

e)
VNTR;
p1=p2=p3=p4=p5=p6=p7=p8=p9=p10=0.1

f)
VNTR;
p1=0.2; p2=0.3; p3=0.1; p4=0.1; p5=0.3
Domanda 9):
Completare la seguente tabella
	
	Contiene geni a RNA o Open Reading Frames?

SI / NO
	Ripetizione in tandem?

SI / NO
	Lunghezza del repeat (CORE):

<6 / 6-500 / >1000
	Meccanismo di propagazione:
autonome

non autonome

errori DNA polim.

cross-over ineg.
	Intermedio a RNA?

SI / NO

	Geni duplicati
	
	
	
	
	

	Minisatell. Iperv.
	
	
	
	
	

	Microsatelliti
	
	
	
	
	

	LINEs
	
	
	
	
	

	SINEs
	
	
	
	
	

	Trasposoni
	
	
	
	
	

	Pseudogeni process.
	
	
	
	
	


Domanda 10):  Illustrare la tecnica di genotipizzazione “Arrayed Primer Extension”.
Domanda 11):
Dato il seguente pedigree, 
indicare la tipologia di 
segregazione e la fase 
marcatore-fenotipo 
per ciascun individuo.

Domanda 12): 
Dalla malattia ederitaria alla scoperta del gene. Illustrare compiutamente i passaggi fondamentali.
Un gene presenta la seguente struttura:


Domanda 13): Calcolare quanti aplotipi si avrebbero se i marcatori fossero indipendenti.
Domanda 14): Come e’ possibile ricostruire la struttura aplotipica della popolazione?

L’analisi rivela che nella popolazione sono presenti i seguenti aplotipi:

	
	SNP1
	SNP2
	VNTR1
	SNP3
	Frequenza

	Aplotipo 1
	A
	A
	A3
	A
	0.40

	Aplotipo 2
	G
	A
	A3
	G
	0.20

	Aplotipo 3
	A
	A
	A4
	G
	0.20

	Aplotipo 4
	A
	G
	A5
	A
	0.20


Domanda 15): Indicare le frequenze alleliche di ciascun polimorfismo

Domanda 16): Calcolare il livello di linkage disequilibrium tra SNP2 e SNP3 (inteso come r2).

Domanda 17): Illustrare a che scopo si effettuano gli studi di associazione di tipo caso-controllo.
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NOME _________________  COGNOME___________________ Num. Matricol______________

Una sequenza tratta da cDNA viene clonata e purificata allo scopo di averne un quantitativo misurabile. Il quantitativo noto viene replicato in diluizioni seriali 1:10. Tramite Realtime-PCR si misurano i Ct corrispondenti alle varie diluizioni. I risultati sono schematizzati nella tabella seguente:



Provetta 1:    1     pmol/µl

Ct=
10


Provetta 2: 0.1     pmol/µl


13,5


Provetta 3: 0.01   pmol/µl


17


Provetta 4: 0.001 pmol/µl (1fmol/µl)
21


Provetta 5: 10-4    pmol/µl (10fmol/µl)
24.5

Domanda 1):   Spiegare in cosa consiste il valore soglia e cosa e’ il Ct.

Domanda 2):   Riportare in grafico il fascio di curve, rappresentare il Log della fluorescenza sull’asse delle Y (scala arbitraria) e il numero di cicli sull’asse delle X.

Domanda 3):
Sulla base dei dati ottenuti cosa possiamo dire sull’efficienza della PCR?

Domanda 4):   Un cDNA ricavato da un estratto di tessuto e analizzato in parallelo agli standard ha un Ct di 19. Qual e’ la sua concentrazione?
Domanda 5):
Indicare sullo schema, due coppie di primers che siano in grado di discriminare l’isoforma Esone1-Esone2-Esone3 del trascritto, dalla variante di splicing alternativo che prevede exon-skipping dell’esone 2. Posizionare le sonde in modo da non permettere l’amplificazione del DNA genomico.

DNA genomico:



Domanda 6):   Data la seguente sequenza FASTA, disegnare due coppie di primers per effettuare una nested-PCR atta ad amplificare il segmento sottolineato.
GGTTGTGAGG CGCTGCCCCC ACCATGAGCG CTGCTCAGAT AGCGATGgtg  9093
agcagctggg gctggagaga cgacagggct ggttgcccag ggtccccagg  9043
cctctgattc ctcactgatt gctcttagGT CTGGCCCCTC CTCAGCATCT  8993

TATCCGAGTG GAAGGAAATT TGCGTGTGGA GTATTTGGAT GACAGAAACA  8943

Domanda 7):  Discutere in che cosa consiste una “segmental duplication”, come si potrebbe analizzare, che conseguenze evoluzionistiche ha.
Domanda 8):  Mettere in ordine di eterozigosita’ i seguenti marcatori:

a)
VNTR;
p1=p2=p3=p4=p5=p6=p7=p8=p9=p10=0.1

b)
RFLP;
p=0.6,q=0.4

d)
SNP;
p=0.5; q=0.5

e)
VNTR;
p1=0.1; p2=0.2; p3=0.2; p4=0.4; p5=0.1
f)
VNTR;
p1=0.2; p2=0.3; p3=0.1; p4=0.1; p5=0.3

Domanda 9):
Completare la seguente tabella

	
	Contiene geni a RNA o Open Reading Frames?

SI / NO
	Meccanismo di propagazione:
autonome

non autonome

errori DNA polim.

cross-over ineg.
	Ripetizione in tandem?

SI / NO
	Lunghezza del repeat (CORE):

<6 / 6-500 / >1000
	Intermedio a RNA?

SI / NO

	SINEs
	
	
	
	
	

	Geni duplicati
	
	
	
	
	

	LINEs
	
	
	
	
	

	Trasposoni
	
	
	
	
	

	Microsatelliti
	
	
	
	
	

	Minisatell. Iperv.
	
	
	
	
	

	Pseudogeni process.
	
	
	
	
	


Domanda 10):  Illustrare la tecnica di genotipizzazione basata sul “TaqMan Assay”.
Domanda 11):
Dato il seguente pedigree, 

indicare la tipologia di 

segregazione e la fase 

marcatore-fenotipo 

per ciascun individuo.


Domanda 12): 
Dalla malattia ederitaria alla scoperta del gene. Illustrare compiutamente i passaggi fondamentali.

Un gene presenta la seguente struttura:






Domanda 13): Calcolare quanti aplotipi si avrebbero se i marcatori fossero indipendenti.
Domanda 14): Come e’ possibile ricostruire la struttura aplotipica della popolazione?

L’analisi rivela che nella popolazione sono presenti i seguenti aplotipi:

	
	SNP1
	SNP2
	VNTR1
	SNP3
	Frequenza

	Aplotipo 1
	C
	A
	A2
	A
	0.40

	Aplotipo 2
	T
	A
	A2
	G
	0.20

	Aplotipo 3
	C
	A
	A3
	G
	0.20

	Aplotipo 4
	C
	G
	A4
	A
	0.20


Domanda 15): Indicare le frequenze alleliche di ciascun polimorfismo

Domanda 16): Calcolare il livello di linkage disequilibrium tra SNP2 e SNP3 (inteso come r2).

Domanda 17): Illustrare a che scopo si effettuano gli studi di associazione di tipo caso-controllo.
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