Esame 16

NOME _________________  COGNOME___________________ Num. Matricol______________

Un breve cDNA viene prodotto artificialmente per sintesi chimica allo scopo di costruire una curva di taratura per il 5’ Nuclease assay (Real-time RT-PCR). Un quantitativo noto del cDNA viene replicato in diluizioni seriali 1:10 secondo il seguente ordine:



Provetta 1: Concentrato a dose nota


Provetta 2: 1/10


Provetta 3: 1/100


Provetta 4: 1/1000


Provetta 5: 1/10000

Si effettua il saggio e misuriamo il valore di Ct raggiunto al valore soglia.

Domanda 1):
Spiegare brevemente in cosa consiste il valore soglia.

I risultati relativi alle misurazioni effettuate sono riportati in tabella:



Ct

Provetta 1:
  5
Provetta 2:
  8
Provetta 3:
11
Provetta 4:
15
Provetta 5:
18
Domanda 2):
Fare il grafico, misurare l’efficienza della PCR e spiegare
Domanda 3):
Data la seguente sequenza di DNA genomico: 

GGTTGTGAGG CGCTGCCCCC ACCATGAGCG CTGCTCAGAT AGCGATGgtg agcagctggg gctggagaga cgacagggct ggttgcccag ggtccccagg cctctgattc ctcactgatt gctcttagGT CTGGCCCCTC CTCAGCATCT TATCCGAGTG GAAGGAAATT TGCGTGTGGA GTATTTGGAT GACAGAAACA 

disegnare una coppia di primers (20pb) in grado di amplificare il segmento intronico sottolineato.

Domanda 4):
Mettere in ordine i seguenti marcatori, dal piu’ informativo al meno informativo:

a)
SNP;
p=0.4; q=0.6

b)
VNTR;
p1=0.2; p2=0.2; p3=0.2; p4=0.2; p5=0.2
c)
SNP;
p=0.3; q=0.7

d)
VNTR;
p1=p2=p3=0.33
e)
RFLP;
p=0.5; q=0.5

f)
VNTR;
p1=0.8; p2=0.2
Domanda 5):       Nel seguente schema vi sono famiglie che presentano una malattia genetica. Un marcatore a distanza genetica θ e’ sospettato di associazione e il relativo genotipo e’ riportato nello schema. Disegnare la fase gametica marcatore-malattia degli individui delle seconde generazioni e indicare nelle terze generazioni chi sono i ricombinanti (R) e i parentali (P).



Domanda 6):
L’analisi di linkage familiare ha individuato una regione candidata di 15cM. Spiegare concisamente come si potrebbe identificare il gene responsabile della malattia entro la regione.

Un dato gene presenta la seguente struttura:







Domanda 7)
Calcolare quanti aplotipi si osserverebbero in caso di completo linkage equilibrium.
L’analisi genetica rivela che nella popolazione Europea sono presenti i seguenti aplotipi:

	
	SNP1
	SNP2
	VNTR1
	SNP3
	SNP4
	Frequenza

	Aplotipo 1
	A
	C
	A3
	A
	T
	0.50

	Aplotipo 2
	C
	T
	A3
	A
	T
	0.20

	Aplotipo 3
	A
	T
	A4
	G
	G
	0.12

	Aplotipo 4
	A
	T
	A3
	A
	T
	0.10

	Aplotipo 5
	A
	C
	A3
	G
	T
	0.02

	Aplotipo 6
	A
	C
	A4
	A
	T
	0.02

	Aplotipo 7
	A
	T
	A4
	G
	G
	0.02

	Aplotipo 8
	A
	C
	A5
	A
	T
	0.02


Domanda 8)
Indicare le frequenze alleliche di ciascun polimorfismo

Domanda 9)
Calcolare il livello di linkage disequilibrium tra SNP3 e SNP4 (inteso come r2)

Domanda 10)
Uno studio di associazione individua per l’aplotipo 3 un OR di 1.9 con intervallo di confidenza di 1.4 - 2.4. Indicare le possibili ragioni biologiche che possono spiegare un tale risultato.
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