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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. 

DOVE:



WORKFLOW DI LABORATORIO: 
FASE PRE-ANALITICA 

(Il campione)
Estrazione DNA: Manuale (casi particolari) o
Automatizzata (biglie magnetiche).
Quantificazione: Spettrofotometria (valutazione
della qualità/concentrazione).

FASE ANALITICA 
(L'amplificazione)

PCR: Preparazione (Liquid Handler) e termociclaggio
(Denaturazione, Annealing, Estensione).
Controllo Qualità: Elettroforesi su gel (verifica bande e
pesi molecolari).
Purificazione: Rimozione contaminanti (biglie magnetiche).

FASE DI SEQUENZIAMENTO
(La lettura)

SANGER: Target specifico, alta precisione,
analisi capillare.

NGS (MiSeq): Massiva parallela, uso di barcode
per analisi multiplex.

Variant Calling
 

Identificazione della variante e del ruolo
patogenico. 

Analisi della sequenza
Identificazione della variante e nomenclatura

Analisi in database
Patogenicità della variante.
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Estrazione manuale:

Precipitazione Chimica: uso di solventi

(Isopropanolo).

Riservata a campioni delicati o preziosi (villi coriali).

DNA visibile come filamenti biancastri.

Alta resa e qualità per campioni esigui.

ESTRAZIONE DEL DNA
Substrato di partenza: sangue periferico → Otuput: DNA in soluzione 

Estrazione automatizzata: 
Biglie Magnetiche: il DNA si lega a microsfere
cariche che vengono spostate da magneti.
Standard per l'alto flusso di campioni (routine).
DNA non visibile (soluzione limpida).
Riproducibilità, velocità.



Strumento: Spettrofotometro.

Obiettivo: Misurare la concentrazione del DNA estratto.

Funzionamento: Sfrutta la capacità degli acidi nucleici di

assorbire la luce a una specifica lunghezza d'onda (260 nm).

Unità di misura: nanogrammi per microlitro (ng/µL).

La quantità di DNA ottenuta non è mai fissa, dipende dal

numero di cellule iniziali, tipo di substrato, efficienza

dell'estrazione. 

QUANTIFICAZIONE DEL DNA

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

Normalizzazione: 5ng/µL
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AMPLIFICAZIONE DEL DNA

INGREDIENTI (MIX DI REAZIONE):

DNA stampo: Il DNA estratto dal paziente.

Primer: "Inneschi" che delimitano la zona da copiare.

Taq Polimerasi: Enzima termostabile che sintetizza il nuovo

DNA.

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

Cofattori: Magnesio e tampone per il funzionamento

dell'enzima.

Strumento: Termociclatore, che alterna ciclicamente le

temperature.

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



CICLO DELLA PCR
Fase Iniziale (Attivazione): 
94–95 °C per 3–20 minuti. Serve per denaturare
completamente il DNA stampo e attivare la Taq Polimerasi.

Fase Ciclica (20–35 ripetizioni):
1.Denaturazione (94–98 °C): La doppia elica si apre.
2.Annealing: (Tm melting dei primer) i primer si

agganciano alle sequenze specifiche.
3.Estensione (72 °C): La polimerasi allunga il filamento.

Fase Finale: 
 72 °C ca. blocca la Taq Polimerasi e stabilizza il
prodotto finale.

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



Il Liquid Handler è un sistema robotizzato
progettato per automatizzare il pipettamento,

garantendo un'elevata riproducibilità e
riducendo al minimo l'errore umano e le

contaminazioni crociate durante la preparazione
delle piastre PCR.



Scopo: Verificare se la PCR è avvenuta correttamente.

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

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

ELETTROFORESI SU GEL

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

L'elettroforesi orizzontale è 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:

Campo elettrico: il DNA migra verso il polo positivo: più il frammento di DNA è piccolo e più migra

velocemente. 

Bromuro di Etidio: intercalante, non più usato.

Blu di metilene: intercalante, visualizzato sotto i raggi UV.

PURIFICAZIONE POST-PCR
Obiettivo: Isolare il prodotto di PCR (amplificato) eliminando i "rifiuti" della reazione (primer in eccesso,
nucleotidi liberi, enzimi).
Metodo: Uso di biglie magnetiche. Il DNA si lega alla superficie delle biglie tramite interazioni
elettrostatiche.
Perché è necessaria: Evita interferenze e rumore di fondo durante il sequenziamento (Sanger o NGS).
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1.dNTPs, ddNTPs+fluoroforo, Taq-Pol, forward and reverse primer, buffer e cofattori. 

2.Elettroforesi capillare (verticale)

3.Cromatogramma

SANGER

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



IL PRIMO METODO SANGER:

lettura delle basi fatta a mano dell’operatore.  



NGS - Illumina
Vantaggi delle NGS:

Possibilità di caricare fino a 42 campioni contemporaneamente;
Minor tempo di sequenziamento (circa 18 ore).

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 5ng/µL;

5.Caricamento su cartuccia (che contiene i reagenti) e

inserimento in MiSeq;

6.Sequenziamento sulla flow cell. 



SEQUENZIAMENTO CON ILLUMINA



SEQUENZIAMENTO CON ILLUMINA

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



PASSING FILTER: quantifica i clusters validi. Maggiore è il valore del
passing filter, migliore è la reazione. Per il gene CFTR un valore di
75% o maggiore va bene.

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

PARAMETRI

Q30: indice dell’errore di polimerizzazione della polimerasi.
Maggiore è il valore del Q30, più bassa è la frequenza dell’errore. 

STIMA DELLA QUANTITÀ DI BASI
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VARIANT CALLING - NGS (I Livello)



VARIANT CALLING - NGS (II Livello)



IDENTIFICAZIONE DELLE VARIANTI- Sanger



IDENTIFICAZIONE DELLE VARIANTI- Sanger



Nomenclatura HGVS 

(Human Genome Variation Society):

posizione 1: nucleotide di inizio

traduzione del codone ATG

      “CFTR c.1A>T”

“c.” ⇒ coding

“p.” ⇒ protein

      “CFTR c.220C>T p.(R74W)

NOMENCLATURA VARIANTI EOSNICHE 

Nomenclatura classica-storica:

posizione 1: nucleotide a -132

da codone di inizio ATG 
      

      “CFTR 133A>T”

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



NOMENCLATURA DELLE VARIANTI NON-CODIFICANTI



DATABASE DI INTERESSE





NC_ ⇒ regione genomica
NM_ ⇒ cDNA
NP_ ⇒ proteina



REFERTO



Ora provate voi!!
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