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DOVE:

Il Policlinico di Milano (Fondazione IRCCS Ca' Granda)
ospita il Centro Regionale per la Fibrosi Cistica (CRFC)
della Lombardia, uno dei principali punti di riferimento in
Italia per questa patologia.

L'Istituto Nazionale di Genetica Molecolare (INGM)
"Romeo ed Enrica Invernizzi' rappresenta il "cuore
pulsante” della ricerca avanzata.

Dott. Luigi Porcaro: dirigente biologo specializzato in
fibrosi cistica.
Dott.ssa Palma Finelli: responsabile diagnostica.

Sistema Socio Sanitario

.!' Regione
Lombardia




WORKFLOW DI LABORATORIO:

2 FASE ANALITICA
1 FASE PRE-ANALITICA (L'amplificazione)
(Il campione) e PCR: Preparazione (Liquid Handler) e termociclaggio
o Estrazione DNA: Manuale (casi particolari) o (Denaturazione, Annealing, Estensione).

—

Automatizzata (biglie magnetiche).
 Quantificazione: Spettrofotometria (valutazione pesi molecolari).
della qualita/concentrazione). e Purificazione: Rimozione contaminanti (biglie magnetiche).

e Controllo Qualita: Elettroforesi su gel (verifica bande e

(La lettura)
SANGER: Target specifico, alta precisione, ‘/\‘ NGS (MiSeq): Massiva parallela, uso di barcode

3 FASE DI SEQUENZIAMENTO

analisi capillare. per analisi multiplex.
4 Variant Calling 4 Analisi della sequenza
|dentificazione della variante e del ruolo |dentificazione della variante e nomenclatura
patogenico. 5 Analisi in database

\ Patogenicita della variante.
CONSULENZA GENETICA -/



ESTRAZIONE DEL DNA

Substrato di partenza: sangue periferico — Otuput: DNA in soluzione

Estrazione manuale: Estrazione automatizzata:
e Precipitazione Chimica: uso di solventi  Biglie Magnetiche: il DNA si lega a microsfere
(Isopropanolo). cariche che vengono spostate da magneti.
e Riservata a campioni delicati o preziosi (villi coriali). ¢ Standard per l'alto flusso di campioni (routine).

e DNA visibile come filamenti biancastri. e DNA non visibile (soluzione limpida).

e Alta resa e qualita per campioni esigui.  Riproducibilita, velocita.




QUANTIFICAZIONE DEL DNA

o Strumento: Spettrofotometro.

e Obiettivo: Misurare la concentrazione del DNA estratto.

e Funzionamento: Sfrutta la capacita degli acidi nucleici di
assorbire la luce a una specifica lunghezza d'onda (260 nm).

o Unita di misura: nanogrammi per microlitro (ng/pL).

La quantita di DNA ottenuta non & mai fissa, dipende dal
numero di cellule iniziali, tipo di substrato, efficienza
dell'estrazione.

Normalizzazione: 5ng/pgL

Risultato atteso:

 Nessun valore standard: Ogni campione € unico; si possono ottenere concentrazioni molto varie tra
individui differenti.
« Purezza: Lo strumento valuta anche la presenza di contaminanti (proteine o solventi).



WORKFLOW DI LABORATORIO:

2 FASE ANALITICA
(L'amplificazione)
e PCR: Preparazione (Liquid Handler) e termociclaggio
(Denaturazione, Annealing, Estensione).

e Controllo Qualita: Elettroforesi su gel (verifica bande e
pesi molecolari).
e Purificazione: Rimozione contaminanti (biglie magnetiche).

3 FASE DI SEQUENZIAMENTO

(La lettura)
SANGER: Target specifico, alta precisione, ‘/\‘ NGS (MiSeq): Massiva parallela, uso di barcode

analisi capillare. per analisi multiplex.
4 Variant Calling 4 Analisi della sequenza
|dentificazione della variante e del ruolo |dentificazione della variante e nomenclatura
patogenico. 5 Analisi in database

\ Patogenicita della variante.
CONSULENZA GENETICA -/



AMPLIFICAZIONE DEL DNA

Obiettivo: Fotocopiare milioni di volte una regione specifica di DNA (es. il
gene CFTR).

INGREDIENTI (MIX DI REAZIONE):
e DNA stampo: Il DNA estratto dal paziente.
e Primer: "Inneschi" che delimitano la zona da copiare.

e Taq Polimerasi: Enzima termostabile che sintetizza il nuovo
DNA.

e Nucleotidi (dNTPs): | mattoncini per costruire la nuova catena.

o Cofattori: Magnesio e tampone per il funzionamento
dell'enzima.

Strumento: Termociclatore, che alterna ciclicamente le
temperature.




CICLO DELLAPCR

" Fase Iniziale (Attivazione):
= | 94-90 °C per 3-20 minuti. Serve per denaturare
completamente il DNA stampo e attivare la Tag Polimerasi.

- %
4 )
Fase Ciclica (20-35 ripetizioni):
1.Denaturazione (94-98 °C): La doppia elica si apre.
Nand 2.Annealing: (Tm melting dei primer) i primer si
agganciano alle sequenze specifiche.
3.Estensione (72 °C): La polimerasi allunga il filamento.
N %
BEEN /Fase Finale: A
/2 °C ca. blocca la Taq Polimerasi e stabilizza il
prodotto finale.
- %

L'allestimento puo essere manuale o tramite Liquid —
Handler (robot) per la massima precisione.



Il Liquid Handler € un sistema robotizzato
progettato per automatizzare il pipettamento,
garantendo un'elevata riproducibilita e
riducendo al minimo l'errore umano € le
contaminazioni crociate durante la preparazione
delle piastre PCR.




ELETTROFORESI SU GEL

e Scopo: Verificare se la PCR e avvenuta correttamente.

e Principio fisico: Migrazione del DNA in un campo elettrico attraverso
un gel di agarosio. | frammenti di DNA si separano in base alla
dimensione (i pil piccoli corrono pil velocemente).

e Visualizzazione: Si usano agenti intercalanti fluorescenti e luce UV per
rendere visibili le bande.

Volume di amplificazione: 50ng/pL
Per elettroforesi: ca.2-5 pL si semina su gel

L'elettroforesi orizzontale € lo standard per il DNA, e l'uso del TBE (Tris-
Borato-EDTA) garantisce una risoluzione ottimale dei frammenti.

Componenti di controllo: loading dye (colorante di caricamento), Ladder
(righello molecolare per dimensione frammenti), controllo +/-.




Elettroforesi su gel di agarosio e TBE:
e Campo elettrico: il DNA migra verso il polo positivo: piu il frammento di DNA e piccolo e piu migra
velocemente.
e Bromuro di Etidio: intercalante, non piu usato.
e Blu di metilene: intercalante, visualizzato sotto i raggi UV.

b gl g i b d W
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PURIFICAZIONE POST-PCR
e Obiettivo: Isolare il prodotto di PCR (amplificato) eliminando i "rifiuti" della reazione (primer in eccesso,
nucleotidi liberi, enzimi).
e Metodo: Uso di biglie magnetiche. Il DNA si lega alla superficie delle biglie tramite interazioni

elettrostatiche.
e Perché é necessaria: Evita interferenze e rumore di fondo durante il sequenziamento (Sanger o NGS).



WORKFLOW DI LABORATORIO:

FASE DI SEQUENZIAMENTO
3
(La lettura)

SANGER: Target specifico, alta precisione, NGS (MiSeq): Massiva parallela, uso di barcode
analisi capillare. per analisi multiplex.

4 Variant Calling 4 Analisi della sequenza

Identificazione della variante e del ruolo |dentificazione della variante e nomenclatura

patogenico. 5 Analisi in database

\ Patogenicita della variante.
CONSULENZA GENETICA /



SANGER

/

2 .Elettroforesi capillare (verticale)
3.Cromatogramma

1.dNTPs, ddNTPs+fluoroforo, Tag-Pol, forward and reverse primer, buffer e cofattori.

KLIMITE: tempo richiesto per il sequenziamento del gene CFTR di un singolo paziente di circa 6 ore

/

1 PCR with fluorescent,
chain-terminating ddNTPs
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Sanger Sequencing

gel electrophoresis

autoradiography (if radiolabeled)

larger

smaller
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__GTACTCTGTCAGTATCGddT
GTACTCTGTCAGTATCGT

sequence read from gel
is the complementary strand
with respect to the sequence

to be analyzed

“
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IL PRIMO METODO SANGER:
lettura delle basi fatta a mano dell’operatore.



NGS - lllumina

\

/Vantaggi delle NGS:
e Possibilita di caricare fino a 42 campioni contemporaneamente;

e Minor tempo di sequenziamento (circa 18 ore).
\_ J
4 N
Pre-NGS
1. Amplificazione target con multiplex PCR,;

2.Barcoding e Adapter;

3.Unico campione con somma degli amplificati di tutti i pazienti;

4.Quantificazione del prodotto totale: fluorimetro e pool diluito
per portarlo a dSng/pL;

5.Caricamento su cartuccia (che contiene i reagenti) e
inserimento in MiSeq;

6.Sequenziamento sulla flow cell.
- J




SEQUENZIAMENTO CON ILLUMINA

Overview of lllumina Sequencing nthesis Workflow | Standard SBS chemistr

IF ‘J} 0:03 /512 Imtro ¥




SEQUENZIAMENTO CON ILLUMINA

FLOW CELL: sequenziamento a ponte
2 x 150 cicli (forward and reverse)

E_—_—
S |

,.....-l-ll"""""'l| DNA fragments Primers

00
10,  —>
00

DMA strands are attached

to cell surface at one end Ends are attached to surface

by complimentary primers




PARAMETRI

CLUSTER DENSITY: ci dice quanti clusters vengono generati. |
cluster diventeranno le reads, il loro numero non deve essere né
troppo alto né troppo basso.

Q30: indice dell’errore di polimerizzazione della polimerasi.
Maggiore ¢ il valore del Q30, piu bassa e la frequenza dell’errore.

PASSING FILTER: quantifica i clusters validi. Maggiore ¢ il valore del
passing filter, migliore e la reazione. Per il gene CFTR un valore di
/5% 0 maggiore va bene.

STIMA DELLA QUANTITA DI BASI



WORKFLOW DI LABORATORIO:

Variant Calling

|dentificazione della variante e del ruolo
patogenico.

\ CONSULENZA GENETICA

Analisi della sequenza
|dentificazione della variante e nomenclatura

Analisi in database
Patogenicita della variante.




VARIANT CALLING - NGS (I Livello)

j SCREENING | GENES SNPs-INDELs CNVs  WARNINGS
| BH | cFTR
HotSpots Variants
id type name status gene transcript reads start end exo... codon 44 VF% depth c.DNA IGV

p49 codon R553X 7 CFTR NM_000492 355 117227865 117227867 (12  |S53 99.72 355 { p.Arg553* |c1657C>T T c IGV
€l cdna 17SinsT et CFTR NM_000492 464 117120198 117120199 IGV
2  cdna 186-13C>G undetect... 7 CFTR NM_000492 325 117144204 117144204 IGV
c3 cdna 296+2T>0G undetect.. 7 CFTR NM 000492 325 117144419 117144419 IV
¢4 cdna 394delTT undetect... 7 CFTR NM_000492 608 117149185 117149186 IGV
5 cdna 406-1G>C undetect... 7 CFTR  MNM_0004592 805 1171704952 1171708952 | (2174
6 cdna 4S5TTAT>G undetect... 7 CFTR NM_000492 805 117171004 117171006 IGV
7  cdna | S41delC undetect... 7 CFTR NM_000492 805 117171088 117171088 IGV
8  cdna S54ldeld e |2 CFTR NM_000492 805 117171088 117171091 IGV
@  cdna 546insCTA undetect... 7 CFTR NM_000492 805 117171094 117171095 IGV
cl10 cdna 574delA undetect... 7 CFTR MM_000492 805 1171711221 11717111 IGV
cll cdna 621+1G->T undetect... 7 CFTR NM_000492 805 117171169 117171169 IGV
€12 |cdna |663insT undetect_ |7 CFTR NM_000492 632 117174371 117174371 IGV
€13  cdna T711+1G->T undetect... 7 CFTR NM_000492 632 117174420 117174420 IGV
cld cdna F11+3A->0G undetect... / CFTRE NM_ 000492 632 117174422 117174422 | (617
clS cdna T11+5G->A undetect... 7 CFTR  NM_000492 632 117174424 117174424 IV
clb cdna Bh2del2? undetect... / CFTR MNM_O004%92 4754 117175445 1171 75466 | (€174




OVERVIEW SCREENING  GENES [ smp;.mnzl.s] CNVs  WARNINGS

VARIANT CALLING - NGS (Il Livello)

=) Static Filters
Retained
‘s 9
A: Most Likely Patho... 1
T 1
B: Potentially Pathoge...
0
)
C: VUS (Unknown Sign...
T 1
D: Likely Benign 4
T ¥

Low Confidence

Variant List - sorted by: PRED_CAT

Pred.

O0000GEGGE B

Pat.y

See 99099

21
15
13
17
19
11
3
2
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> PATHOGENICITY CLASS > GENE

type
IVS8_polyT

INDEL
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP

cod. cons.

gene .

splice_acceptor_indel CFTR

intronic
intronic
intronic
intronic
intronic
SYNonymous
SyNnonymous

MISSense

CFTR
CFTR
CFTR
CFTR
CFTR
CFTR
CFTR
CFTR

refSeqld

NM_000492
NM_000492
NM_000492
NM_000492
NM_000492
NM_000492
NM_000492
NM_000492
NM_000492

c.DNA
¢.1210-34TG[10];[=]
€.2619+86_2619+87delTA
c.1680-870T>A
¢.2909-92G>A
c.4137-139G>A
¢.1585-9218G>A
c.4389G>A
c.2562T>G
c.1408G>A

Protein

p-= (p.GIn1463GIn)
p.= (p.Thr854Thr)
p.Vald70Met

VF%

54.75
46.61
51.25
47.43
48.05
51.78
50.11
52.32



IDENTIFICAZIONE DELLE VARIANTI- Sanger

Egg#sﬁms 7676148-058-26_IE-CFTR_Ex_3-F_2026-02-02-10-30-24_MISTO-SEQ_02-02-26-TAL-FC-AIAT_CO7 inst Model/Name 3500/3500 Instrument
7676148-D58-26_IIE-CFTR_Ex_3-F Feb 02,2026 12.07PM, CET
o M6 T202 G142 KB 3500 POP7_BDTvA.mob Feb 02,2026 12:23PM, CET
KB.bop Prs 1665 to 3560 Pk1 Loc: 1633 Spacng9.56 Pla/Panel1300
N IA2A Cend Version 70 HISQV Bases: 208 Plate Name: MISTO-SEQ_02-02-26-TAL-FC-ATAT
MNN WM N M WN TT TTMNTTCTT TT GOMGAG AITGGGATAGAD AGC TG GC TTCAAAG AAAAATCC TAAACTCATTAATGCCCT 'l 6coata Y
| - y 0 13 i
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IDENTIFICAZIONE DELLE VARIANTI- Sanger

;gpledm TE148-D58-26 IE-C F_2020-02-02 MeoddelMame 35000500 Iratruemem
e 7676148-D58-26 ob 02,2026 12.07PM
SIN G237 A 346 2 KB 3800 02,2026 12:23PM
KB bep P1s 1665 pacing 9.56 Pis/Panel!300
L AL R Version 7. 0-SEQ_02-02-26-TALFC
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NOMENCLATURA VARIANTI EOSNICHE

FONDAMENTALE per identificare in modo univoco le varianti.
Esistono 2 nomenclature:

4 ) 4 )
Nomenclatura classica-storica: Nomenclatura HGVS
e posizione 1. nucleotide a -132 (Human Genome Variation Society):
da codone di inizio ATG e posizione 1. nucleotide di inizio
“CETR 133A>T" traduzione del codone ATG

“CFTR c1A>T”
e “C.” = coding
e “pD.” = protein

“CFTR ¢c.220C>T p.(R74W)




NOMENCLATURA DELLE VARIANTI NON-CODIFICANTI

Translation start site
Stop codon (TAA,
(ATG codon) Intron 1 TAG, or TGA)

- N\
T 1] |

c.36 ¢.36+10 ¢.37-10 c.37 .72 ¢.*10

3" UTR




DATABASE DI INTERESSE

Clhinical and
- Translation
of CFTR

Mutation Database

CFTR-France database

6’.’Ensembl

@

Fraﬁkian

by QIAGEN




Clinical and
Functional

Translation
of CFTR

Results for R74W
Variant R74W can be referred to as R74W, p Arg74Trp, ¢.220C>T, or 352C>T

« R74W is a variant often seen as part of a complex allele (see Glossary ). Individuals with R74W frequently also have the variant D1270N (c.3808G=A) in the same copy of the
CFTR gene. Occasionally, other variants such as V201M (c.601G>A) may also be present in the same copy of the CFTR gene. The presence of one or more additional
variants may influence whether or not somone has symptoms of CF.

The information shown below is for a single variant. To search for a variant combination, enter your first variant in the search box above and then start typing in the "Second variant
(optional)" search box. If you do not find your second variant listed or don't know what it is, you can select a group of variants to search.

summary Information Clinical Information Functional Testing Penetrance Analysis CFTR Therapies Additional Information
| 1

The variant R74W is seen in 38 patients in our worldwide database. This variant, when in combination with a CF-causing variant, results in varying clinical
consequences.

* This means that some individuals who have R74W and a CF-causing variant have CF, while others do not.
« In individuals with R74W who do not have CF, the R74W variant may contribute to clinical symptoms such as CFTR-related disorder.

NV

CF-causing variant Variant of varying Non CF-causing variant

clinical consequence In some cases, may be associated with
CF 1 R-related disorders

The diagnosis of any individual patient with CF should be made based upon clinical parameters. The content of this website should not be used as a
substitute for clinical judgement.



NC_ = regione genomica
NM_ = cDNA
NP_ = proteina
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Search Page _FTF

CFTR:c.220C>7 Improve Interpretation
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FOMNMIPDALZIONE I1RCOCS CA" GGRANIDA

EPHIEIPALE MACCGEGICFARE POl isNIcos B
Laboratorio di Genetica Medica

Seaettore dl Ganatica Molecolara
via Commenda 12, 20122 - Milano
tel: 02 55032432-2433

INDAGINI MOLECOLARI PER LA FIBROSI CISTICA
Milano, 18/0Z/Z012

Data prelievo 09/02/2012

HNome pazients: Cod,  FOC95/12

D.onascita Baaao
Repartao/Centro:

Motivo della richiesta: Accerfarmenti pre-fecondazione assistita

Materiale parvenuto: Sangue intero Materiale utilizzato: DNA estratto da leucociti del sanguea peariferico
Presenza in eterozigosi della mutazione : ¢.3909C>G, p.Asn1303Lys (N1303K in
Risultati eterozigosli) T —

interpretazione |l soggetto in esame é risultato portatore di una mutazione che causa Fibrosi Cistica
ed & pertanto da considerarsi eterozigote per fibrosi cistica.
E' opportuno estendere l'indagine molecolare per la fibrosi cistica al partner ed ai

familiari.
Si consiglia consulanza genetica

Il Biologo Il responsabile del Laboratorio di Genetica Molecolare
Dott. Luigi Porcaro Dott.ssa Manuela Seia
# Mutazionl studiate  |eita]F508,G551D,G542X, [delta]l507, RE53X, N1303K, W1282X,1717-1G->A,CFTRdel2.3(21Kb),
31989delB 3272-26A>G,.S1251N, Q552X RE60T,390S8insT,3120+18>A_ 711+1G->T,

1898+16G-=A 304delTT . 2184dels, 7T11+56G48, 3848+ 10kbC->T R11682X 36850delC GBS5E,
B21+16G->T R117H,1078dalT . R347P R3a34W A455E, 21 B30 -=0E 2788+5G6-=A 2143deaIT,

EBDX 1258insA 4018insT 4382delA B52daelZ2Bp, DS790G,G1244E,G1 349D 1502T, L1065P,

R1158X, T3381, S540R(A>C) 99 1dal5, D1 162H,1898+3A->C. R10700,R1086H . 821+3A->3,

EZ217G R340 . RAIATH.L1077P, 187 7dalTA, 17068del17, ESB5X R1088C, S812X

Screening delezioni es.1, es. 2 (ins.182bp), es 2, es.2-3, s 14b-17b, &s. 22-23, es, 22-24_ es. 17a-18
(3120+1Kb del. 8 8Kb)

Le mutaxzioni ricercate coprono circa I'B5% del difetti che causano Fibrosi Cistica (Tregueanze
analizzate su 1200 alleli CF - dati casistica interna).

FPolimorfiami ossarvati Foli T, Initr. 8 = 78

Con tecnica di seguenziamento sono statl inoltre indagati per la presenza di mutazioni | saguant]l esoni del gene CEFTR:
12

Metodiche utilizzate INNO-LIPA CFTR19, CFTR17+TN Update, CFTR Italian Regional: CFTR Deletions
+6 (reverse dot blot)

# Riferimanto numearazione sequanza NM_0004682 3 Momeanclatura secondo HGWVS W 2.0 (i -
Fibrosis Mutation Database: www. genet. sickkids on. oa) ST Hmlommia I tio

Il laboratario di Qenslica Molecolare partecipa ai contrallio di qualith Europso organizzato dal Cystic Fibrosis Eu ropean MNebaork.
Legge 19603 sulla privacy Laboratorio cartificato UM ERN 150 2001 -2008 Pagl/1
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| 7679882-FC203-26-CFTR_Ex_10-F_2026-04-07-13-25-13 MISTO-SEQ_7-4-26_FC-SEU-26GM_EO1

e - 7679682-FC203-26-CFTR_Ex_10-F
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_ 19 28 37 46 55 64 T3 g2 al

GAAGAATTTCATTCTGTTCTCAGTTI ITTCCTGGATTATGCCTGGEACCATTAAAGAARATAT CA TIIITEIT GHN THNNA TG ANNA NNNI
- 1s 127 136 145 154 163 172
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1: ATET g6
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