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CFTR WORKFLOW
dall’arrivo del campione al referto



Policlinico di Milano 

● Consulenza genetica 

● Diagnosi prenatale 

● Screening neonatale 

● Diagnosi successiva al periodo neonatale 



STRUTTURA LABORATORIO DI GENETICA

1. Stanza Estrazione ->  accettazione del campione   

2. Stanza Pre-PCR ->  allestimento reazione PCR

3. Stanza Post-PCR ->  reazione PCR in termociclatore

1 2 3



TIPI DI CAMPIONE 

Provetta in EDTA di sangue periferico Prelievo di sangue dal tallone di neonato



TIPI DI CAMPIONE

Villi coriali Liquido amniotico



ESTRAZIONE



LIQUID HANDLING

Strumento automatico per unire la mix di reazione e i 

campioni precedentemente diluiti.

VANTAGGI:

- meno errore umano

- meno contaminazione

- meno errori di dispensazione

mix



PCR1 - amplificazione

• 22 cicli.

• 3 fasi principali:
- Denaturazione: T = 95°C, 15 minuti.
- Annealing:  T = 62°C.
- Estensione: T = 72°C.
+  Fase di stabilizzazione: T = 4°C.

→ Si ottengono le regioni del gene CFTR amplificate.



PCR 2 - indicizzazione 

• Preparazione della mix con liquid handling.
• Utilizzo di  primer che presentano all’estremità degli 
index specifici.
• Appaiamento dei primers  alle estremità degli esoni 
di CFTR.

→ Si ottengono ampliconi di pazienti taggati in modo 
univoco.



Purificazione e diluizione 

• Utilizzo di biglie magnetiche per la purificazione del 
campione:

- inserimento delle biglie all’interno del pool 
dell’amplificato

- applicazione di un magnete
- rimozione del surnatante
- aggiunta di un buffer di lavaggio
- aggiunta di un buffer di eluizione 
- applicazione del magnete 

• Misurazione della concentrazione del DNA mediante 
fluorimetro.

• Diluizione del purificato (nM → pM).



I primers

- i primers utilizzati per il sequenziamento di CFTR coprono tutte le regioni esoniche più circa 40 bp 

prima e dopo l’esone, per identificare anche mutazioni nelle regioni introniche.
- sono circa 40

- nella reazione vengono anche inseriti dei primer specifici per il riconoscimento delle delezioni:
- se c’è la delezione i due primer si trovano abbastanza vicini da poter amplificare una regione specifica.

- se non c’è la delezione i due primer saranno “lontani” e quindi non in grado di amplificare.



NGS 

Q score= -10log(e) 

● Alto Q score-> minore probabilità di errore
● Basso Q score-> aumenta la probabilità di errore 

Le reads rappresentano le sequenze di ampliconi 
ottenute in PCR1 e PCR2. 
● In grigio=sequenza della reads uguale al 

wild type
● Banda colorata= cambio di base 



OMOZIGOSI VS ETEROZIGOSI

Su IGV si possono analizzare le sostituzioni e capire se a mutazione è in omo o in eterozigosi. 

bisogna cliccare sulla sostituzione e il pop-up indicherà le percentuali che sono state riscontrate per ogni base: se 
una base è al 99% allora l’allele è in omozigosi, se invece abbiamo due basi circa attorno al 50% allora è in 
eterozigosi.



Sequenziamento Sanger

- PCR con terminazione di catena (tutti i ddNTP nella stessa 
miscela di reazione, ognuno legato a un marcatore 
fluorescente diverso) 

- Corsa elettroforetica su un unico gel capillare 
- Lettura da parte del computer delle bande del gel usando 

fluorescenza per identificare il ddNTP.  Ognuno dei  4 
ddNTP è dotato di un tag di fluorescenza diverso.

output: elettroferogramma. se si ha un doppio picco c’è stato un 
cambio di base, se invece ho una 
delezione avrò un frameshift.



COME “DARE IL NOME” AD UNA MUTAZIONE: CFTR, NM_000492.4

HGVS C.  2560 C>T LEGACY 2428 C>T

C. = cerco la mutazione nel cDNA 
G. = cerco la mutazione nel gene 
p. = cerco la mutazione nella proteina

Posizione nucleotidica / AA all’interno del 
gene / proteina dalla prima base A / dal 

cordone d’inizio ATG

C>T=  sostituzione
Ala > Cis = sostituzione AA
C del = delezione
A ins = inserzione

La prima base di trova a -132 
bp dal codone d’inizio



CFTR1

CFTR2

https://cftr2.org/mutation/general/P5

L/F508del

https://cftr2.org/mutation/general/P5L/F508del


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar

/?term=CFTR[gene]

PUBMED

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=CFTR%5Bgene


MUTATION TASTER

FRANKLIN

https://franklin.genoox.com/clinical-

db/home

https://www.mutationtaster.org/

https://franklin.genoox.com/clinical-db/home
https://www.mutationtaster.org/


GRAZIE PER L’ATTENZIONE!


