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SCOPO DELLA TESI 

Nel tirocinio svolto presso l’U.O.D. di Citogenetica e Genetica 

Molecolare del P.O. “Madonna delle Grazie” di Matera mi sono 

impegnata di apprendere le tecniche di base di biologia molecolare 

utili per lo studio e la caratterizzazione molecolare delle principali 

mutazioni geniche che colpiscono il gene CFTR, responsabili 

dell’estrinsecazione della patologia denominata “Fibrosi Cistica”. 

Presidio Ospedaliero “Madonna delle Grazie” A.S.M. 
- Matera - 
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CAPITOLO 2 

TECNICHE DI ANALISI GENETICA 

MOLECOLARE 
L’indagine genetica e molecolare ha lo scopo di individuare le 

mutazioni geniche responsabili dell’estrinsecazione della FC o 

caratterizzare i soggetti portatori sani del gene mutato, 

specialmente nelle famiglie con individui che manifestino la 

patologia. Essa prevede i seguenti steps: 

I) Estrazione del DNA da linfociti presenti nel sangue venoso in 

EDTA o da tampone buccale. 

II) Determinazione della purezza di DNA estratto. 

III) Amplificazione del DNA ottenuto, con l’ausilio della tecnica 

della PCR. 

IV) Verifica della corretta amplificazione mediante elettroforesi 

su gel di agarosio al 3%. 

V) Rilevazione delle eventuali mutazioni studiate mediante 

Reverse Dot Blot. 

 

2.1 METODICHE PER ESTRAZIONE DEL DNA 
2.1a Estrazione del DNA con metodica fenolo-cloroformio 

Questa metodica, ormai obsoleta, viene effettuata in tre giorni. 

PRIMO GIORNO 

Si prelevano 10 mL di sangue intero in una falcon sterile da 50 mL, 

contenente, come anticoagulanti, 2 mL di ACD (=una soluzione 

contenente Acido citrico, Citrato trisodico, Destrosio ed acqua) o 

EDTA (=Acido etilendiaminotetracetico) e la si pone in 

congelatore per una notte a -20°C o a -80°C. 

SECONDO GIORNO 

Si scongela il sangue, inserendo la falcon in un bagnomaria a 37°C, 

e lo si diluisce nel rapporto di circa 1:5 con 45 mL di SOLUZIONE 

LISANTE. 

 

 


