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MLPA
L’ MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) è una 
tecnica gold-standard utilizzata per lo studio della variazione nel numero di 
copie di un frammento di DNA (CNV) rispetto ad una sequenza di 
riferimento. Nel dettaglio, si tratta di una tecnica semi-quantitativa, non 
automatizzata, che viene utilizzata per determinare il numero di copie (fino 
a un massimo di 60 sequenze) di DNA in una singola reazione basata sulla 
PCR multiplex. L’MLPA è molto versatile in quanto può essere utilizzata 
anche per rilevare i cambiamenti dello stato di metilazione del DNA (MS-
MLPA) ed è sufficientemente sensibile per discriminare le aberrazioni di 
geni da pseudogeni molto simili.









Ogni sonda consiste in due frammenti di DNA a 
singolo filamento

Le sonde si ibridano in siti adiacenti



Ogni sonda misura circa 60-80nt e 
sonde di uno stesso saggio sono 
disegnate con lunghezze diverse

Vengono quindi incubate O/N



Viene aggiunta la ligasi, l’enzima 
SALSA_MLPA, (ligasi buffer A e 
ligasi buffer B)

La ligasi 65 unisce i due frammenti 
adiacenti e forma un unico probe



Se c’è un mismatch nella sequenza la 
sonda non viene ligata

Si procede con l’amplificazione aggiungendo 
la polimerasi e la mix di PCR che contiene 
primers di cui il FW marcato con fluoresceina 
e nucleotidi



Si procede con l’amplificazione per 
35 cicli fino ad ottenere una quantità 
sufficiente di templato

I frammenti vengono separati e gli 
vien attribuito un valore di lunghezza 
paragonandoli ad un size standard 
che ha corso nella stesso pozzetto





MS-MLPA
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