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Il nucleo di ogni cellula 

contiene tutta 

l’informazioni genetica

necessaria per la 

costruzione dell’intero 

organismo. Questa 

Informazione e’ 

contenuta nel DNA, 

ripartito nei cromosomi.



Tecniche di identificazione-Analisi del cariotipo
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The Human Genome Project

Francis Collins

National Institutes of Health (NIH)

Craig Venter

Celera Genomics
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26 giugno 2000...

 ...una data storica

 ...uno sforzo congiunto tra Stati Uniti e

Gran Bretagna, la conclusione di una gara

avvincente

 ...si parla anche di farmaci, ma non perchè i

concorrenti li hanno usati

 ... quanto perchè, forse, se ne potranno

progettare di migliori

la sequenza del 

genoma umano



Le basi dell’espressione genica
GCCCACCTC

CGGGTGGAG

GCCCACCUC

DNA (genoma)

RNA (trascrittoma)

Proteina (proteoma)







Centro Interdipartale

Di  Ricerche 

Genomiche





Sequenziamento ABI 377/310

PE Navigator ™





Numero di geni per cromosoma
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Figura 3



• Geni identificati: ~ 25.000

• SNPs: 9 x 106

The Human Genome Project



The Human Genome Project

Popolazioni Umane

Tutti gli individui condividono sequenze genomiche che sono al 99.9% identiche. Il 

rimanente 0.1% è responsabile di tutta la diversità genetica tra gli individui.  

La tipizzazione delle diversità genetiche (SNPs) ci consente di tracciare 

l’evoluzione della razza umana e delle sue migrazioni attraverso la terra. 



Human genome variation: 
Molecular basis for phenotypic variation

GATTTAGATCGCGATAG

AG

GATTTAGATCTCGATAG

AG

Single nucleotide 

polymorphisms

(SNPs)

~0.1% of the genomes of 

any 

two individuals differ due to 

SNPs

Structural variants 

(SVs), 
[e.g. kb-Mb-sized deletions, 

insertions, inversions]

presumably >0.1% of the genome
[adapted from Feuk et al., Nat. Rev. Genet. 2006; 

see also e.g. Freeman et al., Genome Res. 2006, or

Sharp et al. Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 2006.]
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Estrazione DNA
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ChAS: Intuitive Graphical Interface

Detail view
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Unique combination of read length & reads per run ensure the broadest applications 
portfolio

De Novo Sequencing 
 Microorganisms (genome plasticity)
 Plants, Animals
 BACs, YACs, Fosmids, Viruses etc.

Resequencing
 Whole Genomes
 Disease associated regions
 Somatic mutations (cancer research via amplicon sequencing)
 Structural variations of the human genome

Transcriptome Analysis
 Expression profiling (e.g. SAGE-like, CAGE-like, GIS-PET)
 EST-sequencing
 Full length cDNA sequencing

Gene Regulation Studies
 Identification of transcription factor binding sites (ChIP-Sequencing)
 Identification and quantification of sncRNAs sequences

Epigenetic Changes
 DNA-Methylation patterns

Metagenomes & Microbial Diversity
 Shotgun sequencing of the metagenome
 16S amplicon sequencing

Ancient DNA
 Neanderthals, Mammoths and many more





Figure 2. Structural variation map.

The schematic summarizes the distribution of insertions, deletions and inversions on each human 

chromosome. A total of 297 clusters were identified: 139 insertions, 102 deletions and 56 inversions 

breakpoints (Supplementary Table 1 online). Across the genome, 163 of the structural variants map to 

regions of segmental duplication. 

http://online5.hsls.pitt.edu:2151/ng/journal/v37/n7/suppinfo/ng1562_S1.html






Human Genome Project (2003)
Viene pubblicata la sequenza eucromatica del genoma umano.  

Nature 2004; 431 (7011):  931-945.

Phase I HapMap project (2005)
Viene prodotta la prima mappa degli aplotipi.

Nature 2005: 437(7063):1299-1320

Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) project (2007)
Identificazione e analisi degli elementi funzionali (in fase pilota) nell’ 1% del genoma umano.

Nature 2007; 447(7146):799-816

1000 Genomes Project in 2008
Un piano per catturare le diversità umane in 1000 genomi.

Science 2008; 319(5863):395

La rivoluzione “omica”







Figure 1-5. The three kingdoms of organisms are related through common sequences of their 

ribosomal RNAs. Their lineage depicts a view of how all life on earth, from simple bacteria to complex 

mammals, evolved from a common, single-celled progenitor.













Semplici batteri in grado di:

Produrre carburanti puliti fino a sostituire il petrolio

come fonte di energia

Sintetizzare antibiotici per combattere le nuove

infezioni del pianeta

Eliminare la CO2 in eccesso nell’atmosfera

Frenare il riscaldamento globale
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... per studiare il contenuto informativo ed

il flusso di informazione nei sistemi e nei

processi biologici complessi servono

quindi tecniche computazionali ed

informatiche

Bioinformatica



Sequences

Genes

Proteins

Genes

Proteins

Expression levels

Genes & pathology

Allelic variants

Animal models

Literature!

Functional classification: Free WebSites

Where can I find annotations?

Map Location

Expression levels

Microarray annotations







Analisi del trascrittoma
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Cellula eucariote
Analisi del’RNA

Analisi del DNA



X LAB





Affymetrix Procedures
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DISEGNO SPERIMENTALE: ANALISI dei DATI

MAS 5.0: Microarray Suite 5.0

MicroDB: Microarray Data Base

DMT: Data Mining Tool

Gene Spring 5.0

GO Mining Tool

•Controllo

strumentazione

•Rilevazione intensita’

di segnale

•Analisi assolute

•Analisi comparative

•Database di gestione dei dati

•Elaborazione dati contenuti nei database generati da MicroDB

•Opzioni di “filtering”, “sorting”, “querying”, ecc… 

•Analisi statistica (medie, deviazioni standard, t-test, ecc…)

•Clustering: SOM (Self Organizing Maps)

Pearson’s Correlation Coefficient Clustering

•Visualizzazione dei dati mediante “scatter plots”, dendrogrammi, mappe                  

cromosomiche, “pathways”,ecc…

•Opzioni di “filtering”, “sorting”, “querying”, ecc…

•Analisi statistica (ANOVA, normalizzazione, ecc..)

•Clustering: “gene tree”, “experiment tree”, SOM, “k-means”,ecc…

•Go mapping: 

identificazione dei processi biologici principalmente attivati





The Gene Ontology™ Consortium

The goal of the Gene OntologyTM Consortium is to produce a dynamic 

controlled vocabulary for specific biological domains that can be used 

to describe gene products in any organism, even as knowledge of 

gene and protein roles in cells is accumulating and changing. 

The GO work includes 3 extensive ontologies describing:

 Molecular Function

 Biological Process

 Cellular Component

the tasks performed by individual gene products; examples are 

transcription factor and DNA helicase

broad biological goals, such as mitosis or purine metabolism, that 

are accomplished by ordered assemblies of molecular functions

subcellular structures, locations, and macromolecular complexes; 

examples include nucleus, telomere, and origin recognition complex

http://www.geneontology.org/


The Gene Ontology™ Consortium

Molecular function Biological process Cellular component

enzyme.F metabolism.P extracellular.C

transcription factor.F cell growth and maintenance.P plasma membrane.C

nucleic acid binding.F cell cycle.P integral plasma membrane protein.C

DNA binding.F cell organization and biogenesis.P membrane.C

RNA binding.F nucleus.C

ligand binding or carrier.F
transport.P

nuclear membrane.C

calcium binding.F
cell motility.P

nucleolus.C

transporter.F
cell communication.P

chromosome.C

protein kinase.F
signal transduction.P

cytoplasm.C

protein phosphatase.F
stress response.P

cytosol.C

cell cycle regulator.F
developmental processes.P

cytoskeleton.C

cell adhesion molecule.F
death.P

mitochondrion.C

defense/immunity protein.F
apoptosis.P

mitochondrial membrane.C

enzyme inhibitor.F
biological_process unknown.P

Golgi apparatus.C

chaperone.F cytoplasmic vesicle.C

structural protein.F endoplasmic reticulum.C

cell surface antigen.F lysosome.C

signal transducer.F peroxisome.C

receptor.F cellular_component unknown.C

ligand.F

enzyme activator.F

GO categories

http://www.geneontology.org/




Research Group and acknowledgements



Research Group and acknowledgements



Research Group and acknowledgements



Research Group and acknowledgements



Research Group and acknowledgements



Research Group and acknowledgements



Analisi del trascrittoma
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Prognostically useful gene-expression profiles in acute myeloid 

leukemia.

Valk P., Verhaak G.W., Beijen A., Erpenlinck C.A.J.,  et al. 

New Engl. J. Med. 350: 1617-1628, 2004



New Engl. J. Med. 2004, Valk P. 



New Engl. J. Med. 2004, Valk P.



Applicazioni “commerciali”



… in ematologia



Clinical accuracy of the microarray test as compared to standard leukemia 

laboratory methods (“gold standard”)

n = 4000 patients

Gold standard 

Diagnostic Information

Morphology

Cytogenetics

Immunophenotyping

Cytochemistry

Fish

PCR 

Microarray-based gene 

expression profile 



Classification Scheme (Proposal)

21-class 

scheme

 ALL with t(8;14)

 ALL with t(11q23)/MLL

 ALL with t(9;22)

 ALL with t(12;21)

 ALL with t(1;19)

 ALL hyperdiploid

 ALL other/normal

 T-ALL immature

 T-ALL cortical

 AML with t(8;21)

 AML with t(15;17)

 AML with inv(16)

 AML (11q23)/MLL

 AML with complex aberrant karyotype

 AML other/normal

 CML

 CLL with del(13q)

 CLL with del(17p)

 CLL other/normal

 MDS

 Non-leukemia
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Quale
trattamento?Quale

prospettiva?
Che tipo

di tumore?

È benigno?

Trattamento
terapeutico

PrognosiDiagnosi Classificazione



Into the Mines: extracting meaning from 

microarrays

DATA are not 

KNOWLDGE, and 

knowledge is not 

UNDERSTANDING

John Quackenbush



Laboratorio di proteomica (DSB)
Spettrometro di massa (CIGS)



Proteomica

2. Separazione su 

gel bidimensionale
1. Estrazione delle 

proteine cellulari

4. Analisi con lo 

spettrometro di massa

5. Confronto dello spettro 

con i database disponibili

6. Identificazione 

della proteina

3. Prelievo degli spot e 

digestione enzimatica

Figura 12



IL GEL BIDIMENSIONALE

CI DA' L'IMPRONTA DIGITALE DI UNA CELLULA



CELLULA NORMALE CELLULA TUMORALE

http://www.bio-mol.unisi.it/cgi-bin/2d-compute-map?BREAST_DC_HUMAN,P99007;
http://www.bio-mol.unisi.it/cgi-bin/2d-compute-map?BREAST_HN_HUMAN,P99007;


CELLULA NORMALE

CELLULA TUMORALE

IDENTIFICAZIONE DI MARCATORI TUMORALI



IDENTIFICAZINE 

DELLA PROTEINA

MAPPA PEPTIDICA

GEL BIDIMENSIONALE                       SPETTROMETRIA                

http://www.bio-mol.unisi.it/cgi-bin/2d-compute-map?BREAST_HN_HUMAN,P99007;


Mass spectrometer as a molecular microscope



Annual Reviews

IMS images from a diseased brain section from an Alzheimer's patient. 

(a) Optical image of the sagittal diseased brain section. (b) Aβ-(1-42) 

molecular image (m/z 4515.1). (c) Aβ-(1-40) (m/z 4330.9). (d) Aβ-(1-39) 

(m/z 4231.7). (e) Aβ-(1-38) (m/z 4132.6). (f) Aβ-(1-37) (m/z 4075.5). 



1. Incubazione del campione solubile sulla superficie dell’array sulla cui superfcie sono immobilizzati 

gli anticorpi

2. Addizione di una miscela solubile di anticorpi marcati diretti contro lo 

stesso pannello antigenico 

1 2 3 4 5 6

1 2 3 4 5 6

3. Incubazione, sviluppo e quantitazione del segnale

1 2 3 4 5 6

Figura 13





CELL LAB











Fenotipizzazione di diverse cellule staminali

Hematopoietic 

stem cells
Neural stem cells

Mesenchymal stem cells



Midollo osseo





QUIESCENT 
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The Promises of Stem Cell Research



A) Stratificazione dell’epidermide B) Differenziamento delle cellule epidermiche.

Epiteli stratificati

Alonso 2003



IN VITRO

↓ OLOCLONI (colonie altamente proliferative).

↓ MEROCLONI (potenziale proliferativo 

intermedio). 

• PARACLONI (potenziale proliferativo basso).

IN VIVO

• Cellule STAMINALI dei cheratinociti (selfrenewal
e elevato potenziale proliferativo e 
differenziativo).

• Cellule TRANSIENT AMPLIFYING (potenziale 
proliferativo medio).

• Cellule POSTMITOTICHE DIFFERENZIANTI 
(potenziale proliferativo molto basso).

Barrandon 1986

Cheratinociti dello strato basale



Colture di cheratinociti su colla di fibrina (2)

La manipolazione dei lembi di pelle, il loro trasporto e il loro impianto sono 

agevolati dalla colla di fibrina, utilizzata come substrato, che viene poi 

facilmente rimossa dai meccanismi fisiologici dell’organismo deputati a 

questa funzione. 
Adapted from M. De Luca



Medicina rigenerativa (trapianto di cute)



Produzione di cornee su colla di fibrina

• Biopsia di 1-2 mm2 dal limbus 

dell’occhio controlaterale sano di ogni 

paziente.

• Cellule cresciute per 14-16 giorni in 

condizioni idonee su gel di fibrina fino 

ad ottenere un lembo di 3 cm di 

diametro.

• Trapianti effettuati con questa tecnica 

di coltura sono stati eseguiti su 116 

pazienti affetti da assenza totale o 

molto severa di cellule del limbus.

Adapted from M. De Luca, Rama 2001



Medicina rigenerativa (trapianto corneale)



BEFORE: SEVERE SYMPTOMS AND LOSS OF VISION

full recovery of visual acuity

2 yrs follow-up 2 yrs follow-up 4 yrs follow-up 4 yrs follow-up

AFTER: TOTAL RESTORATION

2 yrs follow-up

Rama et al. N. Engl. J. Med. In Press

Corneal regeneration by cultures of limbal stem cells (up to 10 years follow-

up)



Onco-retro-virus Lenti-virus



Epidermolisi bollose
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From M. De Luca, Pulkkinen 1998



severely affected, difficult to heal area

TIMED-surgery removal of affected epidermis

prepared wound bed graft of transduced epidermis

Graft of autologous transduced cultured epidermis
Mavilio et al., Nature Medicine, 2006, 12:1397-

1402



Terapia genica

Ferrari 2005, Mohan 2005

Produzione di vettori                 Trasduzione ex vivo              Trapianto su paziente delle

retro/lentivirali                    di colture di cheratinociti                   cellule trasdotte



EPITHELIAL STEM CELLS AND REGENERATIVE MEDICINE

Michele De Luca

Centre for Regenerative Medicine “Stefano Ferrari”
Department of Biomedical Sciences
University of Modena and Reggio Emilia, Modena, Italy 



OBSTACLES TOWARDS STEM CELL-MEDIATED REGENERATIVE MEDICINE

1

CONSTRUCTION OF A GMP FACILITY (opening: October 2008): 13.5 Millions €

CENTER FOR REGENERATIVE MEDICINE “Stefano Ferrari” CRM, UNIVERSITY OF MODENA AND REGGIO EMILIA (4,000 m²)



Gaining Insight into the Strict 

Requirements for the Market Approval of 

Cell-Based Therapies

Andrea Chiesi
CEO
London, December, 3rd 2009


