
FIBROSI CISTICA



Già le mamme romane, 2000 anni fa,
riconoscevano il bambino malato per il
sapore di mare nel baciargli la fronte. In tal
modo, la saggezza popolare aveva già
anticipato quanto l'osservazione medica
avrebbe poi scoperto negli anni '50 e la
ricerca scientifica non ancora
completamente chiarito indicando nella
concentrazione di sali nel sudore, il metodo
di diagnosi per la Fibrosi Cistica. È proprio
questa caratteristica del sudore
particolarmente salato, avvertito dalle
madri quando baciavano i bambini affetti,
che farà chiamare la Fibrosi Cistica “la
malattia del bacio salato”

Fibrosi Cistica: 

“ La malattia del bacio salato”



La Fibrosi Cistica
Più comune MALATTIA GENETICA potenzialmente LETALE 

della razza Caucasica

Trasmissione AUTOSOMICA RECESSIVA

Incidenza in ITALIA di circa 1/3.000 nascite (nati/anno oltre 

200). Attualmente si registrano in Italia 6000 pazienti in vita

ETA’ mediana alla MORTE di 37.5 anni

Frequenza di PORTATORI di circa 1/29 (oltre 2.200.000)

Determinata dal MALFUNZIONAMENTO della proteina CFTR 

(Cistic Fibrosis Transmembrane Regulator - canale del cloro) per 

la presenza di DUE MUTAZIONI nel gene 



FIBROSI CISTICA IN 3 MINUTI

• Malattia grave

• La più frequente delle genetiche gravi

• Poco o niente affatto visibile

• Accorcia sensibilmente la vita

• Necessità di cure quotidiane

• Cure per allungare la vita, non per guarire

• Qualità di vita discreta

• Fase terminale molto critica



FIBROSI CISTICA CLASSICA – Fenotipo

1. Vie aeree: ostruzione e infezione, causa
della maggior parte dei decessi

2. Pancreas: occlusione dotti ed enzimi
digestivi insufficienti nell’85% dei pazienti

3. Intestino non riceve abbastanza enzimi
digestivi specifici per i grassi provocando
denutrizione ed eccesso di grassi nelle feci
(steatorrea).
Occlusione fecale nel 10% dei neonati (ileo
da meconio)

4. Apparato riproduttivo: nel 95% dei
maschi assenza congenita dei dotti
deferenti.
Nelle donne possibile tappo mucoso uterino

5. Ghiandola sudoripara:eccesso di cloro nel
sudore,test diagnostico fondamentale
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Regolazione di CFTR

• CFTR si apre se:

È fosforilato nel dominio R da PKA, PKC, PKG

Si lega ATP (con e senza idrolisi)  a NBD1 & NBD2



1. In assenza di fosforilazione del dominio R, il canale è chiuso

2. PKA (attivata da c-AMP) determina la fosforilazione del dominio R

3. Il dominio R fosforilato aumenta l’affinità dei domini NBD per l’ATP



4. L’ATP viene idrolizzato ad opera di fosfatasi

5.Cambio conformazionale che determina l’apertura del canale

6.Il passaggio attraverso il dominio transmembrana è dipendente dal 

gradiente elettrochimico





RACCOLTA del SUDORE
STIMOLAZIONE con 

PILOCARPINA
DOSAGGIO del CLORO: 

Clorurimetro









CRITERI DIAGNOSTICI

THE DIAGNOSIS OF CYSTIC FIBROSIS:

CONSENSUS STATEMENT

one or more characteristic 

phenotypic features
and/or

history of CF in a sibling
and/or

positive newborn

screening test

elevated sweat 

chloride concentrations
and/or

identification of two

CF-causing mutations
and/or

demonstration of 

characteristic

abnormalities in ion transport 

across the nasal epithelium

+

CF

=

Rosenstein BJ et al. J. Pediatr 1998; 132: 589-95







Spectrum of Cystic Fibrosis

PS

Less severe lung disease

Male infertility

Pancreatitis
PI

Severe lung disease

Diabetes

Liver disease

MI / DIOS

CBAVD: Congenital Bilateral Absence of the Vas Deferens

CFSPID: CF Screening Positive Inconclusive Diagnosis

CRMS: CFTR Related Metabolic Syndrome

CFTR-RD: CFTR-Related Disorder



CFTR Mutations and the 

Phenotypic Continuum

Cystic 

Fibrosis

severe mildDISEASE SEVERITY

CFTR FUNCTION residual

absent

Cystic Fibrosis CFTR-related disorders
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http://knol.google.com/k/-/-/UtI7gr91/rIGkBA/slide1%20(1).jpg
http://www.nhlbi.nih.gov/health/dci/images/cysticfibrosis02.gif
http://jillclare.tripod.com/cf/Cl-pump.jpg
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/picrender.fcgi?book=eurekah&part=A24588&blobname=ch45f1.jpg
http://www.scielo.br/img/fbpe/bjmbr/v32n8/3505i01peq.gif
http://atlasgeneticsoncology.org/Educ/Images/CFTREnglFig2.jpg




Più di 2000 mutazioni note: 6 classi funzionali

SEVERE MILD





QUANTI SONO I PORTATORI SANI DEL GENE DELLA 
FIBROSI CISTICA NEL MONDO

2000 MUTAZIONI







SPAIN

FRANCE
ITALY

G542X in Spain: (a) [p<0.001]

Mediterranean Coast: 14.4%

All Other Areas: 5.7%

Entire of Spain: 8.1%

North East Italy: (b)

ΔF508 (47.56%)

R1162X (9.78%)

2183AA→G (9.33%)

N1303K (4.00%)

G542X (2.67%)

711+5G→A (2.67%)

1717-1G→A (2.22%)

G85E (1.33%)

R553X (1.33%)

2789+5G→A (1.33%)

Q552X (1.33%)

621+1G→T (0.89%)

W1282X (0.89%)

3132delTG (0.89%)

2790-2A→G (0.89%)

Southern Italy: (c)

ΔF508 (56.4%)

N1303K (6.8%)

G542X (5.7%)

W1282X (3.8%)

1717-1G→A (2.3%)

2183AA→G (1.9%)

4016insT (1.8%)

711+1G→T (1.3%)

G1244EG→AA (1.3%)

R1185X (1.3%)

L1065P (1.3%)

R553X (1.1%)

I148T (0.7%)

Southern France: (e)

ΔF508 (70%)              Y1092 (0.8%)

G542X (6.4%)             S945L (0.8%)        

1717-1G→A (1.6%)   K710X (0.8%)   

L206W (1.2%)            1078delT (0.8%)

R334W (1.2%)            Y122X (0.8%)   

ΔI507 (1.2%)             

2184delA (1.2%)              

R1158X (1.2%)       G542X in France: [p=0.001]

N1303K (0.8%)          South France: 6.4% 

3737delA (0.8%)       Brittany:  1.12%

R1162X (0.8%)          Entire of France:  2.94%  

Italy (Total): (d)

ΔF508 (50.9%)

G542X (3.1%)

1717-1G→A (1.6%)

N1303K (1.4%)

R553X (0.94%)

ΔI507 (0.65%)

W1282X (0.62%)

Y122K (0.59%)

G551D (0.53%)

Courtesy of Milan Macek Jr



F508del occurs in 70% of CF chromosomes worldwide





The information about groups of patients 

contained on this website 

should not be used to predict

the clinical course of individual patients.

Mutation analysis is not the answer to every 
diagnostic dilemma:its limitations and role must be 

understood by the clinician,who has to interpret and 
use it in the context of the clinical setting



G551D

I148T

D1152H



http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/Home.html

2119 variazioni di sequenza

CF-causing: 804 (38%)

Variants of varying clinical consequence (VCC): 49 (2.3%)

Non CF-causing: 25 (1.1%)

Variant of Unknow Significance (VUS): 11 (0.5%)

The list of mutations that is acceptable

as diagnostic evidence

will need to be expanded.

The Clinical and Functional TRanslation of CFTR 
(CFTR2) Project

Raccoglie dati da registri di Europa e Nord-America

www.cftr2.org



Predicting a spectrum of disease is difficult

Cystic 

fibrosis-

related 

disease

Cystic 

fibrosis
Healthy

For some mutations, it isn’t entirely

clear if they cause CF or a CF-related

disease.



Pannello di mutazioni
Tasso di identificazione 84.1%

Scanning del gene
Tasso di identificazione 97%

Ricerca dei riarrangiamenti nel gene

Tasso di identificazione  98%
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I° Livello

III° Livello

II° Livello

• RDB  copre circa :

93% delle mutazioni in Inghilterra

97% delle mutazioni in Ashenazi Jews

85% delle mutazioni in Italia

60% delle mutazioni in Portogallo

<30% delle mutazioni in Pakistan

Analisi di II livello: scanning di tutti gli esoni e delle
regioni limitrofe, riconoscimento di variazioni di
sequenza, sequenziamento della specifica regione del
gene.

I test di II livello permettono un tasso di individuazione
(detection rate) migliore, ma il significato fenotipico
del risultato molecolare può essere di difficile
interpretazione.



Livelli di analisi molecolare

I° Livello III° LivelloII° Livello

Kit commerciali che

includono l’analisi delle

mutazioni più frequenti

nelle regioni di

riferimento: OLA, RDB

Scanning di tutti gli esoni

del gene CFTR e delle

regioni limitrofe,

riconoscimento di

variazioni di sequenza:

DGGE, DHPLC,

SEQUENZIAMENTO

Ricerca di grosse

delezioni/inserzioni:

MLPA, MULTIPLEX-

PCR, analisi dell’mRNA

D e t e c t i o n   R a t e

84,1% 94% 97%





How should we continue our ascent? 
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View to the West from Mt. Everest S. summit at dawn 

> 85 %



F508del F508del

G551D

G542X

DI507

R553X

N1303K

W1282X

1717-1G>A

V520F

R560T

S549R

3849+10kbC>T

R1162X

3659delC

3905insT

G85E

621+1G>T

R117H

711+1G>T

1078delT

R347P

R347H

R334W

A455E

1898+1G>A

2183AA>G

2789+5G>A

3876delA

3120+1G>A

F508del G551D

G542X DI507

R553X N1303K

W1282X 1717-1G>A

CFTRdel2.3(21Kb)

3199del6 3272-26A>G

S1251N 3120+1G>A

Q552X 394delTT

2184delA 711+5GA,

R560T, 3849+10KbC>T

R1162X 3659delC

3905insT G85E

621+1G>T R117H

711+1G>T 1078delT

R347P R334W

A455E 1898+1G>A

2183AA>G 2789+5G>A

2143delT 1259insA

4016insT 4382delA

852del22Bp D579G

G1244E G1349D

I502T L1065P

R1158X T338I

991del5 D1152H

1898+3A>G R1070Q

R1066H 621+3A>G

E217G R334Q

R347H R347P

F508del

R1162X

2183AA>G

N1303K

all exons scanning
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48%

70%
85% 87%

94%

+20% +15% +2% +7%

+3 M

+25 M

+26 M >2000 M



INDICAZIONI AL TEST 
Definizione dello stato di portatore nei familiari

Analisi molecolare nei partner dei portatori

sani/affetti
Consanguineità

Tipizzazione molecolare in pazienti affetti

Coppie in gravidanza con quadri ecografici di anse 

intestinali iperecogene

Diagnosi prenatale in coppie a rischio

Screening neonatale

Tipizzazione genetica in pazienti con quadri clinici 

CF-Like

Analisi molecolare in pazienti che accedono alla 

fecondazione medicalmente assistita

I° livello / Mirata

I° livello / II° livello

I° livello

II° livello

Mirata

I° livello / II° livello

I° livello 

II° livello

I° livello / II° livello



IL TEST GENETICO
TEST MIRATI

Ricerca di un numero ristretto

di varianti patogenetiche

NEXT GENERATION 

SEQUENCING (NGS)

Estesi pannelli mutazionali (I° livello)

Sequenziamento completo (II° - III° livello)



ESONE3

ESONE 7

ESONE 5

ESONE 9

ESONE 6

ESONE 4

ESONE2ESONE 1

ESONE 8

ESONE 10



ESONE 6

ESONE 3

ESONE 2

ESONE 7

ESONE 10





STEP - NGS



Allineamento prodotti di sequenza (IGV): 
file fastq, .bam, .bai 

READS READS

Falsi Positivi

Proporzionale 

al n° di reads

Mutazione









Raccolta del campione

Analisi di laboratorio

Elaborazione del risultato

Referto

Analisi di laboratorio

Raccolta del campione

Preparazione, Informazione, Consenso 

informato 

(Consulenza pre-test)

Elaborazione del risultato

Interpretazione, Referto, 

Consulenza post-test





MODULATORI -Tipologia



MODULATORI – “In Vitro”



MODULATORI - Effetti



MODULATORI - Combinazioni



MODULATORI - Riassunto




