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PIANIFICAZIONE DI UN ESPERIMENTO IN LABORATORIO
 (7 punti)



1. Qual è il materiale biologico di partenza? 
2. Cosa dobbiamo estrarre?
3. Qual è la problematica (es. gDNA da tessuto animale e 

devo fare PCR per il gene COI)? 
4. Avere a disposizione di un PC collegato a internet
5. Ricercare i riferimenti bibliografici metodiche  e 

strumentazione adeguata
6. Preparare le soluzioni opportune
7. Prenotare la strumentazione comune in laboratorio

PIANIFICAZIONE DI UN ESPERIMENTO IN LABORATORIO
 (7 punti)



Pianificazione di un 
esperimento

Estrazione  di  DNA  da 
osso/denti
 Scopo:  identificare DVM

Scopo: Autenticare 
alimenti (frodi)

Scopo: Determinare il  
pedigree di razze e semi 

Scopo: Stabilire la 
paternità o altre 
relazioni familiari

Scopo: 
identificare/scagionare 
potenziali  sospettati,   
persone accusate;
identificare vittime

Scopo:  Identificare  specie 
protette e in via di estinzione 



Estrazione del DNA/RNAEstrazione del DNA/RNA



b) Suddivisione fisica aree di lavoro
 1. Preparazione del campione biologico

2. Per l’amplificazione (PCR)

3. Per l’analisi degli ampliconi (elettroforesi)

a) Comportamenti operatore e organizzazione del lavoro 
1) guanti, sterilità; 

      2) strumentazione dedicata per ogni area 

Estrazione del DNA/RNAEstrazione del DNA/RNA



Tecniche di estrazione per il DNA



Tecniche di estrazione per il DNA



q Sangue

q Saliva

q Urina
q Capelli/peli/penne

q Denti

q ossa

q tessuto

q Liquido seminale

q  feci

qAnimale in toto

Qualità del campione di partenzaQualità del campione di partenza



Scelta della matrice e prelievo del campionesaliva

capelli o altro
materiale pilifero

organi

sangue

unghie

umor vitreo
urinesudore
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The «Good» DNA 

Sangue , saliva & seme





The «Bad» DNA 

Tracce/Touch DNA (sudore, cappello, cellulare, 
occhiali da sole)
Spesso è il risultato del DNA mixture di diverse 
persone; 
In genere, è ‘Bad DNA’ quando viene toccato 
brevemente un oggetto: pochissime tracce di DNA



The «Bad» DNA 



RFLP

Match inconfutabile con il test del DNA fingerprinting,ma. . .
La difesa vince grazie all’accusa di cross-contaminazione  
del materiale biologico, chiede il suo prosciglimento

Poca esperienza del corpo di polizia (procedure di repertazione) 
Reperti  sporchi  di  sangue,  ancora  umidi,  lasciati  in macchina  al  sole  per  diverse 
oredegradazione del DNA prove genetiche non  determinanti

The «Bad» DNA: il caso di OJ Simpson



The «Bad» DNA: il caso di OJ Simpson



2008: condannato a 33 anni di carcere (dei quali 9 senza 
libertà vigilata) per rapina a mano armata e sequestro di 
persona; 

è stato liberato il primo ottobre 2017 ed è ora in regime 
di libertà vigilata

Il caso di OJ Simpson

Famoso giocatore di 
baseball



The «Ugly» DNA 

Urine, feci, vomito, ecc.
Campioni di DNA non testati di routine
• Feci: tamponare l’esterno;
• Vomito: tamponare
• Urine: chiama il laboratorio!



In rapporto allIn rapporto all’’informazione che si vuole ottenere:informazione che si vuole ottenere:

üü Diagnosi di  Diagnosi di attualitàattualità d d’’uso: sangue, saliva uso: sangue, saliva 

üü Diagnosi di  Diagnosi di uso recenteuso recente: urina, sudore: urina, sudore

üü Diagnosi di  Diagnosi di uso/esposizione abitualeuso/esposizione abituale: capelli, peli, unghie: capelli, peli, unghie

üüDiagnosi di avvelenamento (sangue, urine, organi)Diagnosi di avvelenamento (sangue, urine, organi)

Scelta della Matrice BiologicaScelta della Matrice Biologica



Scelta della Matrice BiologicaScelta della Matrice Biologica
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Estrazione del DNA antico (aDNA)



Ogni DNA estratto da fossili (resti di organismi conservati 
da 10.000 anni o più) o da subfossili (resti più recenti di 
10.000 anni) di specie oggi estinte, è DNA antico. 

Si considera come aDNA solo il DNA endogeno estratto da 
resti  ()  di  almeno 50 anni:  questa definizione  si  basa, 
grosso modo, sul tempo di una generazione umana.

() resti di materiali biologici (ossa, denti, coproliti, corpi 
mummificati, sangue coagulato... ) DNA

Estrazione del DNA antico (aDNA)





Le ossa ricche di tessuto compatto sono  preferibili  per  uno  studio 
molecolare,  inoltre  l’estrazione  di  DNA  comporta  la  distruzione, 
seppur minima, di materiale osseo per cui è bene scegliere parti dello 
scheletro  (coste  o  falangi)  di  scarsa  importanza  per  lo  studio 
antropometrico. 

Raccomandazione:  lavorare su reperti  immediatamente provenienti 
dallo scavo e conservati sterilmente in assenza di umidità è senz’altro 
da sottoscrivere ma sicuramente di difficile attuazione. 

Prelevato il campione e portato nel laboratorio per attuare l’analisi 
del DNA: mantenere sotto controllo i parametri ambientali dei locali 
stessi,  onde  evitare  di  provocare  azioni  che  favoriscano  gli  agenti 
degradanti del contenuto biologico. 

Evitare il problema delle contaminazioni con DNA esogeno. 

Estrazione del DNA antico (aDNA)







1)   aree  di  lavoro  devono  essere  fisicamente  isolate  e 
dedicate solo allo studio dell’aDNA;

2)   effettuare  estrazioni  multiple  (controlli  “bianchi”)  e 
negative (amplificazioni di controllo); 

3)ottenere  gli  stessi  risultati,  ripetendo  le  analisi  a  partire 
dagli  stessi  estratti  di  DNA  (o  da  estratti  differenti  dello 
stesso campione); 

4)PCR di piccoli frammenti (max 200 bp), perché partendo da 
poche molecole di DNA danneggiate e frammentate, può 
verificarsi  l’amplificazione  preferenziale  di  frammenti  di 
DNA più lunghi e integri;

5) clonaggio  degli  amplificati,  nel  caso  di  contaminazioni 
intervenute nel corso del tempo;

6) riproducibilità  dell’intera  fase  sperimentale  da  un  altro 
operatore e in un altro laboratorio

Estrazione del DNA antico (aDNA)





Monitoraggio genetico Monitoraggio genetico NONNON  invasivo  invasivo



NON ARRECARE DISTURBO: 
 ESTRARRE IL DNA DAI CAMPIONI BIOLOGICI CHE 

LASCIANO SUL CAMPO (FECI, PELI, PENNE, TRACCE DI 
SANGUE ECC… )

Monitoraggio genetico Monitoraggio genetico NONNON  invasivo  invasivo



Monitoraggio genetico NON invasivo

Estrazione DNA    analisi di marcatori molecolari

SPECIE,  SESSO, GENOTIPO INDIVIDUALE 



Forensic DNA Extraction
Methods



Forensic DNA Extraction
Methods

Ci  sono  diversi  metodi  per  estrarre  il  DNA,  che 
possono essere classificati in:

1) Metodi  che  rilasciano  semplicemente  il  DNA 
senza purificazione

2) Metodi che sia rilasciano che purificano il DNA.

Entrambi i metodi prevedono uno o più steps
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LISI CELLULARE

fare fuoriuscire il contenuto nucleare

Vengono utilizzati detergenti e calore 

rilascio  del  DNA  dagli  istoni  e 
inattivazione delle DNAsi (proteinase K ed EDTA)



1. LISI (ovvero rompere) della parete e della 
membrana cellularefare fuoriuscire il 
contenuto nucleare

2. TRATTARE CON PK separare il DNA dalle 
proteine istoniche cui è associato

3.  PRECIPITARE IL DNA: vengono utilizzati 
degli alcooli, quali ad es isopropanolo ed 
etanolo, nei quali il DNA è insolubile

LISI CELLULARE



1) METODI NON MECCANICI

a) Shock osmotico • Tessuti animali molli, alcune 
cellule vegetali

b) Congelamento/scongelamento • Tessuti animali molli, alcuni 
batteri

c) Enzimi litici • Cellule animali e vegetali

2) METODI MECCANICI
a) Pestello e mortaio • Tessuti resistenti
b) Sfere di vetro • Batteri e funghi
c) Omogenizzatore a motore • Tessuti vegetali e animali

d) Omogenizzatore a mano • Tessuti molli delicati
g) Ultrasonicazione • Microorganismi

LISI CELLULARE
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LISI CELLULARE



LISI CELLULARE MECCANICA





1) Lisi delle cellule 
(metodo meccanico)

2) Togliere le proteine+RNA

3) Precipitare

4) Quantificare

5) Qualità

6) PCR

Es di altra LISI CELLULARE MECCANICA



Forensic DNA Extraction
Methods

Ci  sono  diversi  metodi  per  estrarre  il  DNA,  che 
possono essere classificati in:

1) Metodi  che  rilasciano  semplicemente  il  DNA 
senza purificazione

2) Metodi che sia rilasciano che purificano il DNA.
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LISI e PURIFICAZIONE DNA



LISI e PURIFICAZIONE DNA



Genomic DNA isolation: phenol extraction



Genomic DNA isolation: phenol extraction

1:1 phenol : chloroform 
or
25:24:1 phenol : chloroform : isoamyl alcohol

•Phenol: denatures proteins, precipitates form at interface 
between aqueous and organic layer

•Chloroform: increases density of organic layer
• Isoamyl alcohol: prevents foaming

Genomic DNA is isolated as pieces up to 1 Mbp!



ORGANICA FTA PaperCHELEX
Blood 
stain

PUNCH

WASH Multiple Times 
with extraction buffer

PERFORM PCR

PCR 
Reagents

SDS, DTT, EDTA 
and 

proteinase K

INCUBATE (56 oC)

Phenol,
chloroform,

isoamyl alcohol

QUANTITATE 
DNA

Apply blood to 
paper and allow 

stain to dryBlood 
stain

VORTEX

(NO DNA QUANTITATION 
TYPICALLY PERFORMED WITH 

UNIFORM SAMPLES)

Water

INCUBATE (ambient)

5% 
Chelex

INCUBATE (100 oC)

REMOVE supernatant

INCUBATE (56 oC)

QUANTITATE 
DNA

PERFORM PCR

PERFORM PCR

Centrifuge

Centrifuge

Centrifuge

Centrifuge

REMOVE supernatantTRANSFER aqueous (upper) phase 
to new tube

CONCENTRATE sample 
(Centricon/Microcon-100 or ethanol 

precipitation)

Centrifuge

TE buffer

Figure 3.1, J.M. Butler (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition © 2005 Elsevier Academic Press



Chelex 100 (resina a scambio ionico)



Purification of DNA from crude cell lysates by selective binding 
to a support material. 

Support Materials
• Silica 
• Anion-exchange resin
Advantages
• Speed and convenience
• No organic solvents
• Amenable to automation/miniaturization
Disadvantage
• DNA fragmentation

LISI e PURIFICAZIONE DNA



LISI e PURIFICAZIONE DNA



kit commerciale: 
Procedura molto rapida  200 l di saliva, sangue 
intero 3 g di DNA

•Breve incubazione in buffer di lisi con  pK

•Passaggio  su  colonnine  composte  da  una   
membrana di gel di silice (cromatografia) 

•Il DNA viene assorbito (pH 7.5) sulla membrana 
dopo    una  breve  centrifugazione  (con  sali 
caotropici)
•Rimozione  delle  proteine  digerite  e  altri   
contaminanti con buffer di lavaggio

•Centrifugazione o utilizzo di collettori a vuoto

•Eluizione del DNA

LISI e PURIFICAZIONE DNA



Risultati  identici  dopo  15  anni  di 
conservazione a °T ambiente! 
L'FTA è un trattamento chimico su carta da 
filtro Whatman  che  consente  una  rapida 
estrazione/conservazione del DNA. 

È costituito da carta filtro impregnata con 
un mix esclusivo di sostanze chimiche che 
servono  a  lisare  le  cellule,  prevenire  la 
crescita dei batteri e proteggere DNA nel 
campione. 
 
Possono  essere  utilizzati  con  qualsiasi 
traccia  che  deve  essere  semplicemente 
applicato  direttamente  alla  carta 

FTA 



Gli acidi nucleici  si  legheranno alle particelle magnetiche, 
mentre  i  contaminanti  (proteine,  polisaccaridi)  non  lo 
faranno. 

Biglie paramegnatiche:
 1) nucleo superparamagnetico,
2)  rivestimento,  che  previene  l'aggregazione 
irreversibile delle particelle magnetiche

LISI e PURIFICAZIONE DNA



LISI e PURIFICAZIONE DNA



Estrazione con Biglie paramagnetiche 

Non  richiede  centrifugazione,  nè  qPCR,  non  vengono 
utilizzati reagenti pericolosi, nè tediosi steps di  lavaggio ; 
non vengono utilizzate colonne  costose. 



Automated Extraction Platforms Utilizing Magnetic Beads

QIAgen QIAsymphony Promega Maxwell 16 ABI Automate

Benefits to automated extraction include reduced time, limited analyst 
manipulation, multiple samples processed at once, and higher throughput.

Downsides to automated extraction include increased cost per sample 
and significant time necessary for validation of new technology in the 
laboratory.



Le prove biologiche possono contenere anche DNA non 
umano  (materiale  batterico,  fungino,  vegetale  o 
animale)  può  anche  essere  presente  nel  DNA  totale 
recuperato.





1) Purezza da contaminanti proteici ed estrazione
 

2) QUALITA’ 

DNA estratto:



1) Purezza da contaminanti proteici ed estrazione
 

2) QUALITA’ 

DNA estratto:



DNA estratto: metodi per misurarne la quantità

(A) STIMA DELLA QUANTITA’ E DIMENSIONE SU GEL DI AGAROSIO

(B) STIMA DELLA CONCENTRAZIONE MEDIANTE LO 

SPETTOFOTOMETRO

(C) STIMA DELLA CONCENTRAZIONE MEDIANTE IL FLUORIMETRO 

(D) MISURA DELLA QUANTITA’  CON LA qPCR



STIMA QUANTITA’ E DIMENSIONE SU GEL DI AGAROSIO

L'elettroforesi (gel di agarosio) è un altro possibile metodo 
per stimare la concentrazione e la qualità del DNA estratto. 

Questo metodo si basa sull'uso di un ladder di DNA, i cui 
frammenti sono di quantità nota. 

Per  stimare  la quantità di DNA presente  in un  campione 
viene  effettuato  un  confronto  tra  l'intensità  della 
fluorescenza  emessa  dalla  banda  in  un  campione  a  una 
banda nel ladder di DNA.



Tutte  le molecole  assorbono  energia  radiante  a  una  
specifica,  compresi  gli  acidi  nucleici,  che  assorbono 
energia radiante nell'intervallo ultravioletto. 
Pertanto, la concentrazione di acido nucleico può essere 
quantificata  direttamente  in  soluzioni  acquose 
utilizzando  uno  spettrofotometro  per  misurare  la 
quantità di luce ultravioletta assorbita dal campione. 
La  concentrazione  di  acido  nucleico  può  quindi  essere 
calcolata  usando  la  legge  Beer-Lambert,  che  descrive 
una  relazione  lineare  tra  assorbanza  e  concentrazione 
della  macromolecola  target  usando  la  seguente 
equazione:

STIMA DELLA CONCENTRAZIONE MEDIANTE LO SPETTOFOTOMETRO



A = OD = εlc  

STIMA DELLA CONCENTRAZIONE MEDIANTE LO SPETTOFOTOMETRO



STIMA DELLA CONCENTRAZIONE MEDIANTE LO SPETTOFOTOMETRO



RATIO: rapporto di assorbanza 260/280.
La ratio deve avere dei valori caratteristici (>1,7 per DNA; 2 
per RNA)  e  ci  indica  il  grado di  purezza dell’acido nucleico 
che stiamo andando a isolare.

STIMA DELLA CONCENTRAZIONE MEDIANTE LO SPETTOFOTOMETRO





Fluorofori (o Fluorocromo) 

Alcune molecole dopo avere assorbito fotoni di una 
certa ,  si  eccitano  ed  emettono  fluorescenza  ad 
una  maggiore,  visibile. 

Esistono  diversi  tipi  di  fluorofori,  caratterizzati  da 
diversi spettri di assorbimento e di emissione.



Stokes shift

(1819-1903)
Sir George Gabriel Stokes



La quantificazione fluorometrica della concentrazione di DNA si basa 
sull'uso di coloranti che si legano selettivamente al DNA. 

Al  momento  del  legame,  il  colorante  subisce  una  modifica 
conformazionale che porta all'emissione di energia fluorescente, che 
può essere rilevata dalle apparecchiature appropriate. 

Esempi  di  tali  coloranti  comprendono  per  es.  i  coloranti  SYBR® 
Green, e PicoGreen®. 
La quantità di  fluorescenza emessa da tali coloranti è direttamente 
proporzionale alla concentrazione di DNA presente  in un campione 
incognito,  stimando  la  sua  concentrazione  confrontando  l'intensità 
della  fluorescenza  emessa  dal  campione  ‘X’  con  una  curva  di 
calibrazione stabilita dallo strumento.

STIMA DELLA CONCENTRAZIONE MEDIANTE IL FLUORIMETRO











MISURA DELLA QUANTITA’  CON LA qPCR

E’ una tecnica di PCR in tempo reale
Gli strumenti di rilevazione misurano l'accumulo di prodotto DNA 
dopo ogni  ciclo  di  amplificazione  della  PCR  utilizzando  reporter 
fluorescenti. 
I  reporter  possono  essere  coloranti  con  SYBR®  green  o  essere 
sonde come TaqMan®. 
Si  notano:  una  curva  di  amplificazione,  che  mostra  il  segnale 
fluorescente in unità fluorescenti relative (RFU) versus numero di 
ciclo che traccia l'accumulo del prodotto amplificato. 
La baseline viene misurata all'inizio del processo di amplificazione 
prima che lo strumento sia in grado di rilevare la formazione del 
prodotto. Quando il DNA si accumula, raggiunge un punto in cui lo 
strumento è in grado di rilevare la variazione di fluorescenza al di 
sopra del livello di fondo





1) Purezza da contaminanti proteici ed estrazione
 

2) QUALITA’ 

DNA estratto:



Per poter visualizzare il DNA su un gel, altrimenti invisibile, 
bisogna  colorarlo  con  un  agente  intercalante  che  emette 
fluorescenza  quando  eccitato  a  lunghezze  d’onda 
ultraviolette (GelRed)

- I  gel  più  utilizzati  sono  quelli  di  agarosio  con 
concentrazioni 0,7 - 2% p/v

- A  basse  concentrazioni  si  risolvono  meglio  i  pesi 
molecolari alti (es. DNA genomico)

- Ad alte concentrazioni si risolvono meglio i pesi molecolari 
bassi (amplificati di PCR)

Valutazione qualitativa DNA estratto



How helpful is quantitation?

•Optimum amount of template: 0.5 to 2.0 ng

•6 to 7 pg of DNA in each diploid human cell

•In a mixed sample containing 0.5 ng of 
template, less than 0.5 ng comes from each 
contributor



Valutazione qualitativa DNA estratto



GEL DI AGAROSIO

Valutazione qualitativa DNA estratto



86

Conservazione del DNA

Il DNA estratto e purificato è in genere risospeso in H2O 
distillata  sterile ultrapura o in soluzioni a bassa 
concentrazione salina (pH 7.4).

 +4°C: stabile per alcune settimane

-20°C: stabile più a lungo 
           (evitare ripetuti cicli di congelamento e scongelamento
              che possono danneggiare il DNA)

-80°C: stabile per molti anni
          

• RNA sempre a -80°CRNA sempre a -80°C  



Alcuni esempi 

ESTRAZIONE  di  ACIDI  NUCLEICI  CON  PARTICOLARE 
RIFERIMENTO A DNA ESTRATTO DA TESSUTI FISSATI 
IN FORMALINA E INCLUSI IN PARAFFINA (FFPE)



Fasi 

1.  Taglio  8-10  fette  da  biopsie,  2-3  da  pezzo 
operatorio dello spessore di 10 μm
2. Sparaffinatura/digestione O.N. con tampone di 
lisi più proteinasi K
3. Purificazione dell’acido nucleico (più metodi)
4. Precipitazione DNA
5. Valutazione quantitativa
6. Conservazione



Processo di sparaffinatura

1. Aggiungere 1 ml di EtOH
2. Mescolare per 5 min
3. Centrifugare a 12000 rpm per 2 min
4. Eliminare  l’EtOH  facendo  attenzione  a 

non toccare il pellet
5. Fare asciugare i campioni e aggiungere il 

tampone di lisi (TRIS-HCl 50 mM ph 8.3) 
e la proteinasi K (20 mg/ml)



Fasi 

1.  Taglio  8-10  fette  da  biopsie,  2-3  da  pezzo 
operatorio dello spessore di 10 μm
2. Sparaffinatura/digestione O.N. con tampone di 
lisi più proteinasi K
3. Purificazione dell’acido nucleico (più metodi)
4. Precipitazione DNA
5. Valutazione quantitativa
6. Conservazione



Purificazione acidi nucleici

1. Metodo  fenolo/cloroformio  (miscela  fenolo: 
cloroformio: alcool isoamilico (25:24:1)

2. Metodo  del  salting  out  (precipitazione  delle 
molecole proteiche)

3. Kits commerciali (molto in uso), maggiore velocità 
di estrazione





Altri esempi 

ESTRAZIONE di ancientDNA DA OSSA, DENTI ANTICHI 
con diversi metodi









http://www.biology.arizona.edu/human_bio/prob
lem_sets/DNA_forensics_2/DNA_forensics.html


