Esame 11

NOME_______________COGNOME________________Num. Matricola______________

1) Descrivere come e perche’ e’ possibile creare un prodotto di PCR con sequenze terminali programmate dal ricercatore.

2) Descrivere che cosa e’ la variante “Hot Start” di una PCR e che vantaggi porta.
3) Data la seguente sequenza FASTA di GenBank, scrivere nello spazio (in direzione 5’>3’ !!) i due primers definiti dalle frecce:

CCAAGACCTG CCCTGTGCAG CTGTGGGTTG ATTCCACACC CCCGCCCGGC  619193

ACCCGCGTCC GCGCCATGGC CATCTACAAG CAGTCACAGC ACATGACGGA  619143

GGTTGTGAGG CGCTGCCCCC ACCATGAGCG CTGCTCAGAT AGCGATGgtg  619093

PRIMER F= 5’_____________________3’    PRIMER R= 5’_______________________3’

4) Il seguente gene ha tre esoni (i box bianchi indicano gli esoni, le linee indicano gli introni). Si conoscono 3 isoforme di questo gene, dovute a splicing differenziale:

a) 1-2-3

b) 1-3

c) 1-2 
Indicare la posizione dei primers e della sonda per poter effettuare (tramite RT-real-time PCR) la misura specifica dell’espressione della isoforma di tipo (b)


[image: image1]
5) Illustrare come si puo’ misurare tramite la RT-real time PCR il rapporto di espressione tra due mRNA, in un campione biologico.

6) Completare la seguente tabella:
	
	La sequenza e’ ripetuta in tandem?

(SI/NO)
	Indicare con un max di 5 parole la localizzazione genomica
	Le ripetizioni sono perfette?

(SI/NO)
	Contengono elementi trascritti?

(SI/NO)
	Descrivere con un max di 10 parole il meccanismo di duplicazione

	Famiglie geniche (geni duplicati)
	
	
	
	
	

	Minisatelliti ipervariabili
	
	
	
	
	

	LINEs
	
	
	
	
	

	SINEs
	
	
	
	
	

	Trasposoni a DNA
	
	
	
	
	


7) Dare la definizione di:

a) Allele
b) Linkage Disequilibrium

c) Gene candidato
8) Tra i seguenti marcatori, indicare il piu’ informativo:

a) VNTR con p1=0.1; p2=0.3; p3=0.6
b) VNTR con p1=0.05; p2=0.05; p3=0.9
c) VNTR con p1=0.3; p2=0.3; p3=0.4
d) VNTR con p1=0.34; p2=0.33; p3=0.33
9) Listare quali tipi di polimorfismi conosci, indicare brevemente in che cosa consiste la variazione genetica e indicare brevissimamente che metodi di analisi conosci per la loro genotipizzazione.

10)  Date le seguenti famiglie affette da una data patologia, l’analisi del “multilocus LOD score” identifica un marcatore VNTR strettamente associato con il locus della malattia:







Indicare il livello di LOD score per distanze genetiche (theta) di 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 e discutere se tale livello e’ significativo.
11) La stessa analisi permette di identificare un intervallo di 10cM entro cui e’ localizzato il gene causante la malattia. Considerando che siamo a conoscenza della sequenza del genoma umano, quali possibili strategie possiamo utilizzare per identificare il gene? 
12) Un dato locus genico autosomico presenta due siti polimorfici secondo la seguente struttura:


SNP1
           SNP2


---------A/C--------------G/T-------


Introne 1
Asp>Asp

Dall’analisi di una popolazione di 500 individui si caratterizzano i seguenti aplotipi: 

	Aplotipo
	Genotipi
	Numero di cromosomi

	1
	AG
	650

	2
	AT
	250

	3
	CT
	100


Misurare l’entita’ del Linkage Disequilibrium usando i parametri D e r2.

13) Si effettua uno studio di associazione di tipo caso-controllo per testare l’ipotesi che il locus sia implicato nella suscettibilita’ ad una data patologia. Per la variazione C>T dell’SNP2 (codificante per una variazione silente Aspartato>Aspartato), otteniamo i seguenti Odd Ratios: 

C/T: OR=1.8;
 95% Int. Conf. = 1.2-2.4

T/T: OR= 3.5; 95% Int. Conf. = 1.9-6.6

Discutere il risultato tenendo conto degli aspetti:
a) statistico-epidemiologico

b) modellistico (tipologia di dominanza)
c) genetico

d) biologico funzionale
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