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Il laboratorio di diagnostica molecolare in anatomia patologica: 
La fase analitica:  metodiche

LA FASE ANALITICA



La tecnologia della Polymerase Chain Reaction (PCR) ha rivoluzionato l’attività dei laboratori di ricerca e di
diagnostica, trovando applicazioni ed impieghi in svariati campi della medicina e della biologia.

Infatti, viene utilizzata di routine non solo nei laboratori di genetica, biochimica, microbiologia, oncologia
molecolare e virologia, ma anche in medicina forense, in botanica ed in zoologia, coprendo tutto il ventaglio delle
discipline che hanno in qualche modo a che fare con le scienze della vita.
La PCR è una tecnica che consente di ottenere rapidamente milioni di molecole identiche di DNA a partire da
quantità estremamente ridotte dell’acido nucleico  la PCR è una reazione di amplificazione in vitro di uno
specifico frammento di DNA per mezzo dell’enzima DNA polimerasi-DNA dipendente.
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Un prerequisito indispensabile al realizzarsi della
reazione è la conoscenza delle sequenze alle estremità
della regione bersaglio. Infatti, nella reazione sono
coinvolti due oligonucleotidi a singolo filamento
(primer) complementari uno all’estremità 3’ e l’altro
all’estremità 5’ del segmento di DNA che si vuole
amplificare, che costituiscono gli elementi di innesco
dell’attività della DNA polimerasi.

Altri elementi coinvolti nella reazione sono i
desossiribonucleotidi (dNTP) ed il cloruro di magnesio
(MgCl2): i primi sono necessari per la sintesi delle
nuove eliche ed il secondo rappresenta il cofattore
indispensabile alla DNA polimerasi.
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LA REAZIONE POLIMERASICA A CATENA (PCR) La reazione prevede il succedersi di cicli di amplificazione 
durante i quali si alternano tre diverse fasi caratterizzate da specifiche temperature che rendono possibile 
rispettivamente:
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Rappresentazione schematica delle tre fasi del ciclo di PCR



1. la denaturazione (denaturation) della doppia elica del
DNA stampo in due singoli filamenti (a temperature
superiori a 90°C) per rottura dei ponti idrogeno che
tengono appaiate le basi complementari;

2. l’appaiamento (annealing) dei primer alle sequenze
complementari di DNA a singola elica localizzate alle
estremità del frammento bersaglio (ad una temperatura
in genere compresa tra i 50 ed i 65°C);

3. l’estensione (elongation) dei primer ad opera dell’enzima
DNA Polimerasi mediante aggiunta di nucleotidi nella
direzione 5’-3’ (ad una temperatura compresa tra i 68 e i
72 °C). L’enzima riconosce come innesco il sito in cui è
avvenuta l’ibridazione dei primer con i filamenti di DNA
complementare e aggiunge i nucleotidi liberi presenti
nella soluzione all’estremità 3’ dei primer. Si ottiene così
la sintesi di una nuova elica complementare al DNA
stampo.

Rappresentazione schematica delle tre fasi del ciclo di PCR
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Il numero di nuove molecole di DNA aumenta al succedersi
di ogni ciclo.

durante il primo ciclo da un singola molecola di DNA si ottengono
due molecole, ciascuna costituita da un’elica “originale” che ha
fatto da stampo alla sintesi dell’elica “copia”;

al secondo ciclo ciascuna delle due molecole si denatura, i quattro
filamenti di DNA che si ottengono fanno da stampo per l’attività
della DNA polimerasi ed alla fine le molecole di DNA diventano
quattro. Il processo di amplificazione procede in questo modo, di
ciclo in ciclo.

In teoria, quindi, ad ogni ciclo il numero di copie della
sequenza bersaglio aumenta in maniera esponenziale; di
fatto il numero di copie si duplica ad ogni ciclo fino al
raggiungimento di un plateauCrescita esponenziale degli ampliconi nel corso dellʼamplificazione.
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Denaturazione del DNA
Il primo step nella reazione di PCR consiste nella denaturazione del DNA stampo a doppia elica.

In questa fase occorre ottimizzare due parametri essenziali:

1. la denaturazione ottimale del DNA stampo su cui si effettua la PCR;
2. il mantenimento delle attività della Taq DNA polimerasi.

Normalmente il DNA si trova nella classica conformazione a doppio filamento in cui i due filamenti (strands) del
DNA sono tenuti assieme dai legami a ponte di idrogeno formati tra le basi azotate complementari (A=T; G=–C). Il
DNA deve essere portato ad una condizione di singola elica (single-stranded) in modo che successivamente si
verifichi l’appaiamento (annealing) alle molecole di primer (anch’esse a singolo filamento)
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La rottura dei legami idrogeno che tengono appaiati i due filamenti può
essere ottenuta mediante un aumento della temperatura. La
separazione provocata dall’instabilità dei legami tra le basi
complementari viene indicata con il termine di fusione.

In particolare, si definisce “temperatura di fusione” (melting temperature,
Tm) la temperatura in corrispondenza della quale il 50% del DNA è svolto
in forma di singolo filamento.

Nel tampone di reazione in cui viene normalmente effettuata la reazione
di PCR la temperatura di fusione è solitamente compresa tra 92 e 96°C.
L’energia termica necessaria dipende dalla composizione delle basi
(percentuale delle coppie di basi A=T e G=–C), dalla lunghezza del DNA e
dalla concentrazione salina dei tamponi utilizzati

Dissociazione dei ponti idrogeno provocata 
dallʼaumento della temperatura
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La denaturazione viene favorita dalla presenza di concentrazioni saline relativamente alte (circa 150 mM NaCl).
Per ogni aumento della concentrazione dei cationi monovalenti pari ad 1 logaritmo corrisponde un aumento
della temperatura di fusione pari a 16,6°C.

La Taq DNA polimerasi ha solitamente una emivita di 30 min a 95 °C.

 Questo fatto limita il numero di cicli della PCR ed il tempo di denaturazione del primo step.
Infatti, considerando una incubazione di 1 min a 95 °C per ogni ciclo di PCR, il numero di cicli effettuabili non
può essere superiore a 30-35. Diminuendo il tempo di denaturazione a 15-30 secondi i cicli di PCR possono
solitamente essere aumentati fino a 45. È inoltre possibile ridurre la temperatura di denaturazione dopo i primi
10 cicli di PCR. Ad esempio, per ampliconi di lunghezza inferiore a 3 Kbp si può effettuare la denaturazione a 88
°C (per frammenti di DNA amplificati con meno del 50% di contenuto in G+C)
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Appaiamento dei primer (annealing)

Questo secondo step consiste nella programmazione della temperatura e del tempo di appaiamento dei primer.

La temperatura di annealing (Ta) dei primer dipende dal loro contenuto in G+C, dalla loro lunghezza e quindi dalla
temperatura di fusione tra primer e l’elica complementare del DNA stampo.

Considerando primer di lunghezza media di 20 basi, una formula empirica spesso utilizzata per il calcolo della Tm è
la seguente: Tm = [4(G + C) + 2(A + T)] °C. Dove G, C, A e T indicano il numero di nucleotidi contenenti le basi
azotate guanina, citosina, adenina o timina.

Nel caso che i due primer abbiano Tm diverse generalmente si considera quello con la Tm più bassa. Solitamente
si utilizza come temperatura di annealing la formula “Tm-5 °C”, anche se spesso l’utilizzo diretto della stessa Tm
può portare ad avere ottime rese nella reazione di PCR.
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Nel mettere a punto le reazioni di PCR si possono seguire essenzialmente due tipi di criteri riguardo alla Ta:

1. Ta costante durante i cicli più utilizzata;
2. Ta che diminuisce ciclo dopo ciclo (touch-down)

La strategia di reazione touch-down permette di rendere i primi cicli di PCR estremamente “stringenti”, cioè tali da
promuovere l’amplificazione solo di frammenti specifici rendendo instabili eventuali annealing dei primer a
sequenze di DNA non perfettamente complementari.
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una Ta troppo bassa porta all’annealing dei primer a sequenze non esattamente complementari e
quindi all’amplificazione di frammenti non specifici, mentre una Ta troppo alta può ridurre la resa in
quanto solo una frazione delle molecole del primer riesce ad innescare la polimerizzazione, a causa
dell’elevata instabilità del loro appaiamento con il DNA stampo.

Il tempo di annealing infine non deve essere troppo lungo (in modo da sfavorire appaiamenti a stampi con bassa
complementarietà); di solito si utilizzano tempi dell’ordine di 30 secondi o meno.



Estensione dei primer (elongation)

Il terzo step della reazione di PCR è legato alla programmazione della temperatura e del tempo di estensione dei
primer. La temperatura utilizzata è solitamente compresa tra 68 e 72 °C.

La Taq DNA polimerasi ha un’attività specifica a 37 °C molto simile a quella del frammento di Klenow della DNA
polimerasi I di E. coli. Tuttavia l’attività della Taq DNA polimerasi presenta la massima processività a circa 70°C e
l’estensione dei primer avviene ad una velocità di circa 100 basi/sec. Generalmente 1 minuto è sufficiente per
amplificare con una buona resa stampi lunghi circa 1 Kbp. Il tempo di estensione viene quindi calibrato sulla
lunghezza dello stampo da amplificare.
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Tampone di reazione

Un tampone di reazione (buffer) standard contiene:
• 10-50 mM Tris-HCl pH 8.3,
• fino a 50 mM KCl,
• 1.5 – 4 mM MgCl2,
• 0.2 – 1 M di ciascun primer,
• 50-200 M di ciascun deossiribonucleotide (dNTP),
• gelatina o BSA (siero albumina bovina) fino a 100 g/ml.

In alcuni casi vengono aggiunti detergenti non ionici come Tween-20, Nonidet P-40 o Triton X-100 (0.05-0.10% v/v)
che agiscono stabilizzando la polimerasi, riducono la formazione di strutture secondarie, ma che possono favorire
amplificazioni non specifiche.

Il tampone di reazione viene sempre fornito insieme all’enzima. In alcuni casi il produttore della Taq DNA polimerasi
mette in commercio sia tamponi di reazione contenenti MgCl2 sia privi di esso. Nel caso si debba mettere a punto
una PCR è di norma preferibile avere a disposizione il tampone di reazione privo di MgCl2, ed aggiungere il sale
separatamente.
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Infatti la concentrazione degli ioni Mg2+ ha due ruoli:
1. è un cofattore essenziale per la Taq DNA polimerasi

per il caricamento dei nucleotidi,
2. la concentrazione di Mg2+ influenza lʼappaiamento

dei primer allo stampo.  Maggiore è la
concentrazione di MgCl2, minore è la specificità
dell’appaiamento. La variazione delle
concentrazioni di MgCl2 gioca quindi un ruolo
simile (ma opposto) a quello della temperatura di
annealing e spesso la messa a punto di un’elevata
(o bassa) stringenza (specificità) nella PCR è basata
tanto sulla Ta quanto sulla concentrazione di
MgCl2.

Effetto del cloruro di magnesio (MgCl2) e della temperatura di annealing
sulla stringenza (specificità) di una reazione di PCR. Le frecce in alto e in 
basso indicano rispettivamente un aumento o una diminuzione della 
Temperatura di 

La tecnologia della Polymerase Chain Reaction (PCR) 



Numero di cicli 

In generale il numero di cicli è compreso tra 30 e 45. Il numero di cicli di amplificazione necessari ad ottenere una 
banda visibile su gel di agarosio può dipendere in gran parte dalla concentrazione di DNA iniziale. 

Un’amplificazione PCR può essere suddivisa in tre fasi

1. esponenziale: dopo ogni ciclo si verifica un’esatta 
duplicazione del prodotto accumulato (efficienza di 
reazione pari al 100%). La reazione segue la formula:

“Effetto Plateau” della reazione di PCR causato dalla degradazione dei 
reagenti e dallʼaccumulo di prodotti.
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2. lineare: continua la crescita esponenziale come fase
logaritmica lineare
Tuttavia, si assiste ad una graduale riduzione della
disponibilità dei reagenti e dell’efficienza del sistema che
porta ad un rallentamento della reazione.

3. plateau: nelle fasi tardive dell’amplificazione il tasso di
accumulo di prodotto diminuisce drasticamente a causa di
numerosi fattori tra cui la degradazione dei reagenti (dNTP,
DNA polimerasi) e l’ inibizione da parte del pirofosfato
accumulato (inibizione da prodotto).

“Effetto Plateau” della reazione di PCR causato dalla degradazione dei 
reagenti e dallʼaccumulo di prodotti.
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Numero di cicli 

In generale il numero di cicli è compreso tra 30 e 45. Il numero di cicli di amplificazione necessari ad ottenere una 
banda visibile su gel di agarosio può dipendere in gran parte dalla concentrazione di DNA iniziale. 



ADDITIVI

Nel caso di sequenze da amplificare ricche in G+C può rendersi talvolta necessario aggiungere alla miscela di
reazione delle molecole in grado di favorire la denaturazione della doppia elica del DNA. Le molecole più
frequentemente utilizzate sono:

• dimetilsulfossido (DMSO) (2-10%)
• betaina (0.5-2 M) 
• dimetilformamide (DMF) 
• urea 
• formammide (1-5%) 
• glicerolo (in caso di sequenze ricche di strutture secondarie, inoltre protegge l’enzima dalle elevate temperature) 
• sieroalbumina bovina (BSA) (fino a 0,8 g/ l) in presenza dell’inibitore melanina 
• polietilenglicole (PEG)
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Il polietilenglicole (PEG) può essere utilizzato per amplificare DNA in concentrazione molto bassa, in quanto
promuove l’associazione macromolecolare tra DNA e DNA polimerasi attraverso l’esclusione del solvente



DISEGNO DEI PRIMER 
: 
Per il disegno dei primer e delle coppie di primer spesso vengono utilizzati dei programmi gratuiti. Alcuni esempi:

• Primer3 URL: http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3; http://www.cgi; oppure http://frodo.wi.mit.edu/; 

• GeneFisher URL: http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher2; 

• Oligonucleotide calculator URL: http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html; 
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• Lunghezza dei primer La lunghezza ottimale di un primer dipende sia dal suo contenuto in A+T, sufficientemente
basso da poter avere Tm (e quindi Ta) superiori a 50°C, sia dalla composizione nucleotidica della sua sequenza,
in modo che la probabilità di avere siti di annealing diversi da quello voluto sia estremamente bassa (alta
specificità).

• Contenuto in G+C Il contenuto in G+C determina la Tm, quindi occorre evitare sia valori troppo bassi (bassa Tm)
sia valori troppo alti (alta Tm). Solitamente il contenuto in G+C si aggira tra il 40 e il 60%. Si preferisce, in alcuni
casi, per aumentare la specificità dell’amplificazione, disegnare primer in cui le ultime basi al terminale 3’
abbiano G o C (il terminale 3’ è quello che porta all’innesco effettivo della polimerizzazione).

• Sequenze ripetute La presenza di regioni a bassa complessità, cioè di sequenze ripetute (sia di singoli nucleotidi
sia di regioni di- o tri-nucleotidiche) all’interno di un primer deve essere evitata in quanto può portare ad uno
slittamento dell’appaiamento o all’annealing su siti aspecifici (occorre ricordare che i genomi eucarioti sono
ricchi di sequenze a bassa complessità) e quindi all’amplificazione di prodotti aspecifici
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1. Hairpin: le strutture ad hairpin si formano per l’interazione
intramolecolare tra i nucleotidi del singolo primer. Gli hairpin al
terminale 3’ sono i meno tollerati in quanto sequestrano
direttamente il residuo ossidrilico necessario alla polimerizzazione.

2. Self dimer: si formano per l’interazione intermolecolare tra due
molecole di primer dello stesso tipo nei punti in cui il primer è
omologo a se stesso.

3. Cross dimer: si formano tra due molecole di primer di tipo diverso
nelle regioni di omologia di sequenza

Strutture secondarie e formazione di dimeri

La presenza di strutture secondarie intramolecolari o intermolecolari può determinare una diminuzione della resa
di amplificazione o addirittura un’assenza di amplificazione. Le strutture secondarie infatti competono per
l’annealing del primer con lo stampo sulla sequenza di DNA bersaglio, diminuendo drasticamente la
concentrazione effettiva di primer disponibile per la reazione di amplificazione. Le strutture secondarie si possono
classificare come “hairpin” (forcine), “self dimer” (autodimeri) e “cross dimer” (dimeri crociati):
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Controlli Interni Di Reazione

In tutte le tecniche laboratoristiche è necessario allestire un controllo positivo (C+)ed un controllo negativo (C- ).
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controllo positivo  La positività di questo campione attesta la corretta esecuzione
della reazione di amplificazione. Il controllo positivo è costituito da un campione di
DNA/RNA contenente la sequenza bersaglio. Sono sufficienti poche molecole di target
per ottenere un segnale positivo dopo l’amplificazione. E’ preferibile che il C+ non abbia
troppe copie bersaglio, al fine di evitare che costituisca una pericolosa fonte di
contaminazione (generando quantità enormi e non necessarie di sequenze di DNA)

controllo negativo  La negatività di questo campione attesta l’assenza di
contaminazione della miscela di amplificazione. Il controllo negativo può essere
costituito da un campione sicuramente negativo o in alternativa da acqua distillata. Per
controllare la specificità, può essere utile includere anche controlli contenenti sequenze
di DNA che non corrispondono alla sequenza da amplificare



Sequenziamento Sanger Sequenziamento NGS

Dalla PCR a …. 



Sequenziare significa determinare l’ordine esatto dei monomeri che formano una biomolecola.
Nel caso del DNA, il sequenziamento permette di ricostruire l’ordine dei nucleotidi (A, C, G e T) che formano una
molecola di acido desossiribonucleico

https://www.kaltura.com/index.php/extwidget/preview/partner_id/362071/uiconf_id/
8603321/entry_id/1_10wlcjtl/embed/auto?&amp;flashvars[streamerType]=auto

CHE COS’È IL SEQUENZIAMENTO SECONDO SANGER?
Il sequenziamento secondo Sanger, detto anche “metodo di terminazione della 
catena”, è una tecnica che permette di determinare la sequenza nucleotidica di un 
DNA. Il metodo prende il nome dal suo ideatore, il due volte premio Nobel Frederick 
Sanger, che lo sviluppò insieme ai suoi colleghi nel 1977.

Frederick Sanger

Il Sequenziamento Sanger

1° prova di sequenziamento: (1965) per sequenziamento di 76 nucleotidi
tempo impiegato circa 3 anni



Funzionamento del Sequenziamento Sanger

Il metodo di Sanger o metodo della terminazione della catena consiste nell’utilizzo di nucleotidi (dNTP) modificati 
chiamati  dideossinucleotidi (ddNTPs). I ddNTPs si differenziano dai dNTP per l'assenza del gruppo idrossilico sul
carbonio 3' della molecola.

A destra: deossinucleotide trifosfato. A sinistra: dideossinucleotide trifosfato

Il Sequenziamento Sanger

Quando un dideossiribonucleotide viene aggiunto alla catena da una DNA polimerasi ad alta processività questo 
comporta la cessazione dell’allungamento della catena perché non può avvenire la formazione del legame 
fosfodiesterico.



PASSAGGI DEL SEQUENZIAMENTO SECONDO SANGER
Per ottenere il sequenziamento del DNA con il metodo di Sanger i passaggi principali sono tre.

Il Sequenziamento Sanger

2. Elettroforesi su gel per la separazione su base dimensionale1. PCR Con Terminazione Della Catena 3. Analisi del gel e determinazione 
della sequenza di DNA



1. PCR CON TERMINAZIONE DELLA CATENA

La sequenza di DNA di interesse viene usata come stampo 
per la PCR con terminazione della catena, che funziona 
come una PCR standard tranne che per una differenza 
fondamentale: l’aggiunta di nucleotidi (dNTP) modificati 
chiamati didesossiribonucleotidi (ddNTP). Durante la fase di 
estensione della PCR standard, la DNA polimerasi aggiunge 
i dNTP al filamento di DNA crescente catalizzando la 
formazione di un legame fosfodiesterico tra il gruppo 3’-OH 
libero dell’ultimo nucleotide e il gruppo 5’-fosfato del 
successivo .

Schematizzazione della struttura del DNA. Il DNA è una molecola composta da due filamenti che si avvolgono l’uno sull’altro 
formando una doppia elica. Ogni filamento è composto da una stringa di molecole chiamate desossiribonucleotidi (dNTP).
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Nella PCR con terminazione della catena, si utilizza una miscela costituita dai normali dNTP insieme a una bassa 
concentrazione di ddNTP. Poiché i ddNTP sono privi del gruppo 3'-OH necessario per la formazione de legame 
fosfodiesterico, quando la DNA polimerasi incorpora casualmente un ddNTP, l’estensione cessa.

Il Sequenziamento Sanger

- DNA stampo
- un primer per iniziare la reazione di polimerizzazione
- enzima Taq-DNA polimerasi 
- Deossinucleotidi (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
- Dideossinucleotidi (ddNTPs)
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Il risultato di questo tipo di PCR è rappresentato da una miscela 
di oligonucleotidi che sono copie della sequenza di DNA di 
interesse, ma che terminano a una lunghezza casuale (n) con 
un 5’-ddNTP.

Nel sequenziamento con metodo Sanger di tipo manuale, si 
allestiscono 4 reazioni di PCR, ciascuna con l’aggiunta di un solo 
tipo di ddNTP (ddATP, ddTTP, ddGTP e ddCTP).

Invece, nel sequenziamento automatico si aggiungono tutti i 
ddNTP nella stessa miscela di reazione, ognuno legato a un 
marcatore fluorescente diverso.

1. PCR CON TERMINAZIONE DELLA CATENA
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Nel secondo passaggio, gli oligonucleotidi a catena tronca vengono separati in base alle 
dimensioni grazie all’elettroforesi su gel. I campioni vengono perciò caricati a un’estremità 
della matrice di gel, a cui viene poi applicata una corrente elettrica. Il DNA è carico 
negativamente, quindi gli oligonucleotidi saranno attratti verso l’elettrodo positivo che si 
trova all’estremità opposta del gel.

Dato che tutti i frammenti di DNA presentano la stessa carica per unità di massa, la velocità 
alla quale si muovono gli oligonucleotidi dipende solo dalle loro dimensioni. Più il 
frammento è piccolo, meno resistenza incontrerà spostandosi nel gel e quindi più 
velocemente avanzerà, con il risultato che i frammenti si ordineranno dai più piccoli ai più 
grandi leggendo il gel dal basso verso l’alto.
Nel sequenziamento manuale, gli oligonucleotidi ottenuti da ciascuna delle quattro 
reazioni di PCR vengono aggiunti a quattro diverse corsie di un gel, così è noto quali 
oligonucleotidi corrispondono a ciascun ddNTP.
Nel sequenziamento automatico, tutti gli oligonucleotidi vengono sottoposti a corsa 
elettroforetica su un unico gel capillare all’interno dell’apparecchiatura di sequenziamento.

Il Sequenziamento Sanger

2. ELETTROFORESI SU GEL PER LA SEPARAZIONE SU BASE DIMENSIONALE



L’ultimo passaggio prevede la lettura del gel per determinare la 
sequenza del DNA in esame. Dato che la DNA polimerasi sintetizza 
il DNA solo nella direzione da 5’ a 3’ a partire da un primer fornito, 
ogni ddNTP terminale corrisponderà a uno specifico nucleotide 
nella sequenza originale (per es., il frammento più corto deve 
terminare a livello del primo nucleotide a partire dall’estremità 5’, il 
secondo frammento più corto deve terminare a livello del secondo 
nucleotide a partire dall’estremità 5’ e così via). Pertanto, leggendo 
le bande del gel dalla più piccola alla più grande è possibile 
determinare la sequenza da 5’ a 3’ del filamento di DNA di 
partenza.

Il Sequenziamento Sanger

3. ANALISI DEL GEL E DETERMINAZIONE DELLA SEQUENZA DI DNA



Nel sequenziamento manuale si leggono tutte e quattro le 
corsie del gel contemporaneamente, spostandosi dal basso 
verso l’alto, e utilizzando la corsia per determinare l’identità 
del ddNTP terminale di ogni banda. Per esempio, se la 
banda più in basso è presente nella colonna che 
corrisponde al ddGTP, allora il frammento più piccolo della 
PCR termina con ddGTP e il primo nucleotide a partire 
dall’estremità 5’ della sequenza di partenza corrisponde a 
una guanina (G).
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Nel sequenziamento automatico, un computer legge 
tutte le bande del gel capillare, in ordine, usando la 
fluorescenza per assegnare l’identità di ogni ddNTP 
terminale (le cosiddette “call”).

In breve, i frammenti sono caricati in un unico
pozzetto e separati per elettroforesi; durante
l'elettroforesi un laser eccita i “tag” (marcatori) 
fluorescenti di ciascuna banda e un computer rileva 
la risultante luce emessa. Dato che ognuno dei 
quattro ddNTP è dotato di un “tag” fluorescente 
diverso, la luce emessa è indicativa dell’identità del 
ddNTP terminale. Si ottiene così un cromatogramma, 
dove è mostrato il picco di fluorescenza di ogni 
nucleotide lungo la catena del DNA stampo, con aree
proporzionali all'intensità di emissione.

Il Sequenziamento Sanger



Il sequenziamento con metodo Sanger e la PCR si avvalgono degli stessi materiali di partenza e possono essere usati 
congiuntamente.

La PCR si usa per amplificare il DNA nella sua interezza. Sebbene si possano generare accidentalmente anche 
frammenti di svariate lunghezze (per es., la DNA polimerasi potrebbe staccarsi), l’obiettivo è duplicare l’intera 
sequenza di DNA. A tal fine, gli “ingredienti” sono il DNA target, i nucleotidi, il primer a DNA e la DNA polimerasi.

Nel sequenziamento con metodo Sanger lo scopo è generare oligonucleotidi di tutte le lunghezze possibili, dalla più 
corta fino a quella più lunga e completa del DNA target. Ecco perché, oltre ai materiali di partenza per la PCR, sono 
necessari anche i didesossinucleotidi.

Il Sequenziamento Sanger

SEQUENZIAMENTO CON METODO SANGER VERSUS PCR



Il sequenziamento con metodo Sanger e la PCR possono essere abbinati quando si genera il materiale di partenza 
per un protocollo di sequenziamento secondo Sanger. La PCR può servire a creare molte copie del DNA da 
sequenziare.

Disporre di più di uno stampo da cui partire può rendere più efficiente il protocollo di Sanger. Se la sequenza target è 
lunga 1.000 nucleotidi ed è disponibile una sola copia dello stampo, sarà necessario molto tempo per generare i 
1.000 frammenti dotati di tag. Invece se sono disponibili molte copie dello stampo, in teoria servirà meno tempo per 
generarli.

Il Sequenziamento Sanger

SEQUENZIAMENTO CON METODO SANGER VERSUS PCR



Il Sequenziamento Sanger



Il Sequenziamento Sanger



Aimin Yang, Wei Zhang, Jiahao Wang, Ke Yang, Yang Han and Limin Zhang - [1] doi:10.3389/fbioe.2020.01032
History of sequencing technology

Dal Sequenziamento Sanger al Sequenziamento di seconda generazione 



La definizione di sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS) comprende diverse 
tecnologie correlate che consentono la copertura, tramite sequenziamento massivo parallelo o sequenziamento 
profondo, di una specifica regione del genoma o dell'intero genoma di un dato organismo.

Il sequenziamento NGS utilizza un procedimento molto simile a quello del Sequenziamento Sanger; tuttavia la 
principale differenza risiede nella quantità di campione che è possibile sequenziare.

Mentre il metodo Sanger permette di sequenziare un frammento di DNA di modeste dimensioni (700 – 1000 paia di 
basi), attraverso l’utilizzo della tecnologia NGS si è in grado di sequenziare più frammenti di DNA simultaneamente, 
in una sola corsa, in un tempo breve, con un basso prezzo per base sequenziata. I sistemi di sequenziamento 
adoperati nella tecnologia di seconda generazione sono molteplici, ognuno di questi è sviluppato da un’azienda 
differente

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

https://youtu.be/fCd6B5HRaZ8
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Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

Faster/Easier

Amount of data

TIPOLOGIE DI TEST NGS. I test genetici basati sull’NGS possono essere suddivisi in base all’ampiezza della porzione di genoma analizzata.
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Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

Faster/Easierr

Amount of data

TIPOLOGIE DI TEST NGS. I test genetici basati sull’NGS possono essere suddivisi in base all’ampiezza della porzione di genoma analizzata.

 Dataset ridotti, analisi computazionale più
agile 

 Scalabile (si possono lavorare più campioni
per corsa)

 Tempi più brevi compatibili con TAT 

 Minori costi



Faster/Easierr

Amount of data

approximately 16 genes (the genes 
considered by current Livelli Essenziali di 
Assistenza -LEAs- in the frame of the SSN)

up to >500 genes in panels that also permit to calculate 
the Tumor Mutational Burden (TMB)

The number of genes covered by commercial panels is highly variable

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
TIPOLOGIE DI TEST NGS. I test genetici basati sull’NGS possono essere suddivisi in base all’ampiezza della porzione di genoma analizzata.
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TIPOLOGIE DI TEST NGS. I test genetici basati sull’NGS possono essere suddivisi in base all’ampiezza della porzione di genoma analizzata.
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TIPOLOGIE DI TEST NGS. I test genetici basati sull’NGS possono essere suddivisi in base all’ampiezza della porzione di genoma analizzata.
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Circa l’80% del RNA cellulare è RNA ribosomiale
 la maggior parte dei protocolli NGS per RNA prevedono

 Ribodeplezione (eliminazione rRNA)
 Selezione polyA
per favorire il rilevamento anche dei trascritti poco espressi 



Rilevazione di 
 Traslocazioni
 Alterazioni di splicing 
 Fusioni
Geni maggiormente coinvolti sono: ALK, ROS1, RET e NTRK (fusioni); MET (exon 14 skipping)

DNA-based NGS: la rilevazione di fusioni può essere
complessa per la presenta di lunghe sequenze introniche.

RNA-based NGS: consente di rilevare solo quei prodotti di
fusione che hanno una maggiore probabilità di generare una
proteina ‘fusa’.

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

RNA SEQUENCING



Le piattaforme più diffuse integrano nel flusso di lavoro dell'NGS molti dei passaggi critici, tra cui la (1) preparazione 
del campione o della libreria, (2)  la generazione dei cluster, e il sequenziamento e (4) l'analisi dei dati. 

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

Le piattaforme più diffuse integrano nel flusso di lavoro dell'NGS molti dei passaggi critici, tra cui la (1) preparazione 
del campione o della libreria, (2)  la generazione dei cluster, e il sequenziamento e (3) l'analisi dei dati. 

La preparazione del campione in 
genere comporta l'amplificazione del 
DNA e l'aggiunta di oligonucleotidi 
linker o adattatori. 



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

Le piattaforme più diffuse integrano nel flusso di lavoro dell'NGS molti dei passaggi critici, tra cui la (1) preparazione 
del campione o della libreria, (2)  la generazione dei cluster, e il sequenziamento e (3) l'analisi dei dati. 

 La generazione di un cluster a partire da ogni 
sequenza di DNA avviene quando il DNA legato 
covalentemente al linker si ibrida a una superficie 
solida per l'amplificazione a ponte mediante PCR o 
con metodi alternativi come la PCR in emulsione. 

 Sono disponibili molti metodi per sequenziare il 
DNA, tra cui sequenziamento mediante ligazione, 
sequenziamento per sintesi, pirosequenziamento e 
sequenziamento basato su semiconduttore ionico. 

 Ciascun metodo comporta fasi di reazione e 
processi chimici differenti dai quali dipenderanno la 
lunghezza di ciascuna sequenza (lunghezza delle 
reads), il tasso di errore e il costo dei reagenti.



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

Le piattaforme più diffuse integrano nel flusso di lavoro dell'NGS molti dei passaggi critici, tra cui la (1) preparazione 
del campione o della libreria, (2)  la generazione dei cluster, e il sequenziamento e (3) l'analisi dei dati. 

Tutte le metodologie dell'NGS, convergono nella fase finale
cruciale dell'interpretazione dei dati successiva al
sequenziamento. Ogni piattaforma e flusso di lavoro
dell'NGS produce un'enorme quantità di informazioni
digitali acquisite dai computer; l'insieme dei dati grezzi deve
essere quindi analizzato per l'allineamento e la mappatura
della reads.



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

1. frammentazione e/o riduzione delle sequenze bersaglio ad una lunghezza desiderata

2. legame di oligonucleotidi adattatori alle estremità dei frammenti di DNA bersaglio

3. arricchimento mediante PCR delle sequenze bersaglio e generazione delle library

LIBRARY PREPARATION



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

LIBRARY PREPARATION



LIBRARY PREPARATION

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

1. La frammentazione dei campioni di DNA è casuale.

 Frammentazione fisica del DNA: rottura casuale acustica usando ultrasuoni, es. Covaris (100-
500bp)

 Frammentazione chimica del DNA: con calore e cationi di metalli bivalenti (magnesio o zinco) 
 Frammentazione del DNA con metodi enzimatici con DNasi I o altre endonucleasi di restrizione



LIBRARY PREPARATION

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
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LIBRARY PREPARATION

• End repair: I frammenti ottenuti sono modificati per
ottenere estremità blunt

• A-tailing: aggiunta della coda PoliA  all’estremità blunt
si aggiunge una coda A, che serve poi a legare
l'adattatore, che contiene una sequenza base di T
complementare al coda poliA.



LIBRARY PREPARATION

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

Gli adattatori presentano tre regioni.

1. la sequenza che consente ai frammenti della libreria di legare gli oligonucleotidi presenti 
sul supporto di sequenziamento 

2. le sequenze indice, una regione di 6 – 8 paia di basi, che permette di distinguere i vari 
adattatori, permettendo di distinguere i diversi campioni e quindi di sequenziarne più di 
un campione.

3. i siti di legame dei primer di sequenziamento.



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

LIBRARY PREPARATION

Le dimensioni dei frammenti di DNA bersaglio nella libreria
finale è un parametro fondamentale per la costruzione delle
librerie.

Peculiarità del NGS è la lettura di molte sequenze, ma di
ridotta lunghezza.
La lunghezza delle sequenze lette dipende dalla
piattaforma.

Es. il sequenziamento Illumina prevede una lunghezza
ottimale delle library di 300-500 bp, complessiva di
adattatori.



Libreria basata su ampliconi

Arrichimento delle regioni di interesse usando una 
reazione di PCR: coppie di primers specifici per le 
regioni di interesse e  DNA Pol. 

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

Libreria basata su ibridazione e cattura

Il workflow prevede una fase aggiuntiva,
l’arricchimento delle sequenze di interesse.

Le regioni desiderate vengono «catturate» tramite
ibridazione con oligonucleotidi esca e
successivamente selezionate tramite purifcazione



 Sonde end to end
 Sonde overlap aggiunta di una extra sequenza oltre alla 

regione target di interesse per garantire una copertura 
sempre totale, permettono di evitare anche lunghe 
sequenze ripetute.

L’arricchimento delle sequenze di interesse è eseguito dopo aver creato le librerie: le regioni d’interesse della
libreria sono ‘catturate’ usando delle sonde (sequenze oligonucleotidiche) coniugate alla biotina
(all’estremità 5’). Dopo la cattura le sequenze legate alla sonda con la biotina (sequenze di interesse) sono
separate da quelle non legate (sequenze di NON interesse) utilizzando delle biglie di streptavidina, che
legheranno tutto quello che è biotinilato.

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

HYBRIDIZATION CAPTURE



 Amplicon sequencing library prepr
workflow è rapido, facile, più
economico, adatto per casi in cui
c’è necessità di risposta rapida
(diagnostica).

 Lavora bene anche con basse
quantità di DNA.

 Utilizzato in pannelli con pochi
geni.

 Usato per rilevare mutazioni
somatiche anche rare, variazioni
del copy number, SNPs, indels.

 Hybrid capture può valutare un ampia gamma
di geni, adatto per pannelli estesi, richiede più
tempo,

 valuta anche alterazioni strutturali non note
(es nuove fusion)

 adatto per ricerca.

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)



Sonda di cattura biotinilata

 Rilevazione di varianti 
rare 

 Rilevazione di varianti 
anche nel caso di 
sequenze complesse 

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

HYBRIDIZATION CAPTURE



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

Le piattaforme più diffuse integrano nel flusso di lavoro dell'NGS molti dei passaggi critici, tra cui la (1) preparazione 
del campione o della libreria, (2)  la generazione dei cluster, e il sequenziamento e (3) l'analisi dei dati. 



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

Le piattaforme più diffuse integrano nel flusso di lavoro dell'NGS molti dei passaggi critici, tra cui la (1) preparazione 
del campione o della libreria, (2)  la generazione dei cluster, e il sequenziamento e (3) l'analisi dei dati. 

 La generazione di un cluster a partire da ogni 
sequenza di DNA avviene quando il DNA legato 
covalentemente al linker si ibrida a una superficie 
solida per l'amplificazione a ponte mediante PCR o 
con metodi alternativi come la PCR in emulsione. 

 Sono disponibili molti metodi per sequenziare il 
DNA, tra cui sequenziamento mediante ligazione, 
sequenziamento per sintesi, pirosequenziamento e 
sequenziamento basato su semiconduttore ionico. 

 Ciascun metodo comporta fasi di reazione e 
processi chimici differenti dai quali dipenderanno la 
lunghezza di ciascuna sequenza (lunghezza delle 
reads), il tasso di errore e il costo dei reagenti.



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
LA GENERAZIONE DEI CLUSTER E IL SEQUENZIAMENTO 

Le tecnologie di sequenziamento a disposizione sono molteplici; le più difuse sono il sequenziamento con
terminatori reversibili (Illumina) e il sequenziamento ‘ion semiconductor’ (IonTorrent, life Technologies).
Entrambe le metodiche presentano un buon livello di fessibilità riguardo al numero di campioni analizzabili in

un’unica corsa, con tempistiche abbastanza variabili relativamente l’analisi dei risultati.



Le librerie vengono usate per generare un DNA a singolo filamento (ssDNA) che servirà come stampo per il
successivo sequenziamento.

Le due tecnologie più diffuse (Illumina e IonTorrent) prevedono due differenti modalità di generazione del ssDNA:

Illumina: la libreria è dispensata su un supporto solido (Flow
Cell) sul quale sono stati sintetizzati e ibridati primers
complementari agli adattatori.

Tramite PCR vengono creati gruppi (clusters) di ssDNA
monoclonali per il successivo sequenziamento.

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
LA GENERAZIONE DEI CLUSTER E IL SEQUENZIAMENTO 
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LA GENERAZIONE DEI CLUSTER E IL SEQUENZIAMENTO 

La chimica di sequenziamento si basa un processo di
sequenziamento tramite sintesi -Sequencing by Synthesis
(SBS) :
• primers complementari agli adattatori vengono coniugati

ai ssDNA generati precedentemente;
• tramite polimerasi, vengono aggiunti nucleotidi trifosfato

terminatori coniugati con fluorofori
• viene letta la fuorescenza emessa;
• i nucleotidi trifosfato terminatori hanno la peculiarità di

essere ‘reversibili’: dopo una prima fase nella quale
estensione viene inibita, è possibile proseguire con la
sintesi del filamento e quindi con il sequenziamento
tramite la modificazione del 3’OH della catena di DNA
crescente.



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
LA GENERAZIONE DEI CLUSTER E IL SEQUENZIAMENTO 
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LA GENERAZIONE DEI CLUSTER E IL SEQUENZIAMENTO 

La generazione dei 
cluster ottimizzata 
sulla cella a flusso 
determina la 
qualità dei dati e la 
resa complessiva 
dei dati. Per 
ottenere la densità 
dei cluster ottimale 
eseguire la 
quantificazione 
delle librerie prima 
del 
sequenziamento



IonTorrent: la libreria è sottoposta ad un processo di PCR ad 
emulsione, nella quale piccole gocce di soluzione oleosa 
creano un insieme di micro-reattori di PCR: ogni singola 
molecola di libreria entra in contatto con una biglia 
magnetica ricoperta di primers complementari agli 
adattatori e, al termine della PCR, le biglie saranno ricoperte 
di ssDNA monoclonali pronti per il sequenziamento 

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
LA GENERAZIONE DEI CLUSTER E IL SEQUENZIAMENTO 



IonTorrent: durante il processo di aggiunta di un nucleotide, 
viene liberato un protone, il quale genera una variazione di 
pH che viene rilevata dallo strumento come una variazione 
di potenziale.

Le basi azotate vengono dispensate una per volta, e la 
quantità di protoni rilasciati è proporzionale al numero di 
basi presenti.

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
LA GENERAZIONE DEI CLUSTER E IL SEQUENZIAMENTO 

Entrambe le metodiche produrranno un insieme di sequenze di DNA che prendono il nome di READS.



Reads: sequenza ottenuta da un singolo cluster originato a partire da un frammento di DNA o cDNA
Coverage: % di copertura del target di interesse 
Depth Coverage: numero di volte in cui una base del target di interesse viene letta in maniera 
indipendente. Indicata con una X: ex. 500X coverage depth

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
LA GENERAZIONE DEI CLUSTER E IL SEQUENZIAMENTO 



 Metriche di qualità a livello di 
run:

- cluster density
- cluster passing filter
- numero di reads
- qualità media delle basi (Q 

score)
- Throughput

• Metriche di qualità per campione:
- dimensione media delle reads
- numero di reads
- coverage stimato :oltre il 20X
- qualità media delle basi (Q 

score). oltre il 30

• Controllo positivo: per valutare la 
qualità della corsa: libreria di 
controllo di PhiX. Da includere in 
ogni run  consente di valutare il 
tasso di errore

• Controllo negativo:  consente 
per valutare la cross-
contaminazione tra una run e 
l’altra (possibile, ma contenuta)

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
LA GENERAZIONE DEI CLUSTER E IL SEQUENZIAMENTO 
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Le piattaforme più diffuse integrano nel flusso di lavoro dell'NGS molti dei passaggi critici, tra cui la (1) preparazione 
del campione o della libreria, (2)  la generazione dei cluster, e il sequenziamento e (3) l'analisi dei dati. 



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)

Le piattaforme più diffuse integrano nel flusso di lavoro dell'NGS molti dei passaggi critici, tra cui la (1) preparazione 
del campione o della libreria, (2)  la generazione dei cluster, e il sequenziamento e (3) l'analisi dei dati. 

I dati grezzi delle immagini (immagini dei nucleotidi marcati 
con fluorescenza) sono molto grandi e devono essere 
elaborati ed analizzati. 
La macchina di sequenziamento è in grado di fare alcune 
elaborazioni sui dati per ridurre le dimensioni del file. Il 
processo di analisi dei dati per il Next Generation 
Sequencing può essere diviso in tre fasi.



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
ANALISI DEI DATI

Questo processo richiede l’intervento di un bioinformatico esperto o di un software che lo possa sostituire



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
ANALISI DEI DATI

• Analisi primaria: generazione delle sequenze (reads) e la valutazione della loro qualità.

Include tutti i passi necessari per nominare o identificare ogni base. Oltre a identificare le basi, la macchina di
sequenziamento assegna anche un punteggio di qualità per ciascuna delle basi. I risultati sono comunemente
salvati come un file FASTQ, contenente:

1. gli identificatori,
2. i nucleotidi assegnati (A, G, T o C) chiamati anche «letture»
3. il punteggio di qualità Phred associato.



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
ANALISI DEI DATI

Quality score (Phred score): è una misura
della qualità con cui viene chiamato un
nucleotide in una data posizione (si traduce
nella percentuale di errore).

Se a un nucleotide è assegnata la categoria N, questo
significa che la macchina non può determinare il nucleotide
esatto.

Il punteggio di qualità Phred si riferisce alla probabilità di
un'errata assegnazione della base. L'analisi primaria è
tipicamente eseguita nella macchina di sequenziamento
automaticamente dopo ogni ciclo.
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ANALISI DEI DATI

• Analisi secondaria: viene eseguita dopo l'analisi primaria. Quando si vogliono sequenziare diversi campioni
insieme nello stesso ciclo (per esempio appartenenti a pazienti o esperimenti diversi) è possibile assegnare una
specifica etichetta a ciascuno di essi. L'etichetta, nota anche come codice a barre, è una breve sequenza di DNA
che viene aggiunta all'adattatore per differenziare le letture di ogni campione. Anche l'etichetta verrà sequenziata,
e sarà grazie all'identificazione della sequenza specifica dell'adattatore di ogni campione che è possibile separare
gli uni dagli altri. Questa tecnica è anche chiamata multiplexing e ha il grande vantaggio di abbassare il costo di
sequenziamento e ottenere un campione più grande. Il primo passo da effettuare prima di eseguire l'analisi
secondaria è quello di tagliare l'etichetta e gli adattatori, in quanto queste sequenze non hanno un significato
biologico.



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
ANALISI DEI DATI

Lo scopo principale dell'analisi secondaria è quello di assemblare tutte le brevi sequenze di DNA (chiamate anche 
letture) per poter interpretare i dati di sequenziamento, attraverso l’allineamento delle reads prodotte ad un 
genoma di riferimento (il genoma attualmente utilizzato è il GCRh37 o hg19). 

Prima di questo riassemblaggio, le letture "grezze" dalla macchina sono spesso valutate e filtrate per qualità per 
produrre i migliori risultati, rimuovendo le letture che hanno un basso punteggio di qualità Phred. 
Quando il riassemblaggio viene eseguito da zero senza alcun genoma di riferimento, si parla di assemblaggio de 
novo. Tuttavia, quando c'è un genoma di riferimento disponibile, il processo è molto più semplice perché 
possiamo semplicemente allineare tutte le letture al genoma di riferimento.
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ANALISI DEI DATI

Normalmente avremmo diverse letture che mappano la stessa area del genoma e sono spesso indicate come 
"profondità di lettura". La profondità di lettura misura quante volte quell'area è coperta da letture diverse; per 
esempio, una profondità di lettura di 10 implica che ci sono 10 letture che si sovrappongono nella stessa area 
genomica.

Infine è eseguita l'identificazione delle varianti, che consiste in un processo di determinazione accurata delle
variazioni (o differenze) tra un campione e il genoma di riferimento. Queste possono essere sotto forma di varianti
di un singolo nucleotide (SNV), piccoli inserimenti o rimozioni (chiamati indel), o varianti strutturali più grandi di
categorizzazioni come le trasversioni, le traslocazioni e le varianti del numero di copie.
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ANALISI DEI DATI

• Analisi terziaria: consiste nell’interpretazione del significato delle varianti



Le varianti identificate vengono annotate con l’effetto predetto sulla proteina e con i dati presenti nei database pubblici.

Annotazione con database pubblici 

• Clinici (OMIM, ClinVar, MedGen, CIViC, ICGC Simple Somatic Mutations); 
• Frequenza nella popolazione (1000 Genomes project, NHLBI ESP6500, ExAC, gnomAD, PGVD); 
• Annotazione funzionale (RefSeq, GWAS catalog, GTEx, ACMG IF, ExAC LoF, dbNFSP, ENCODE)

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
ANALISI DEI DATI

Le varianti somatiche annotate dovrebbe essere prioritizzate, ovvero filtrate secondo specifici parametri e riportate 
considerando: 

• la patogenicità : varianti somatiche patogenetiche o potenzialmente tali nei database clinici oncologici; 
• la frequenza della variante somatica nella popolazione; 
• Varianti non riportate nei database clinici ma con conseguenze funzionali predette clinicamente significative.



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
ANALISI DEI DATI



• varianti benigne
• varianti verosimilmente benigne
• varianti di incerto significato (VUS)
• varianti verosimilmente patogenetiche
• varianti patogenetiche

Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
ANALISI DEI DATI



Il Sequenziamento di seconda generazione o Next Generation Sequencing (NGS)
ANALISI DEI DATI



Pros and Cons of NGS vs Individual Molecular Tests

Pros of NGS:

 Possibilità di analizzare più geni contemporaneamente: risparmio di tempo, soldi, 
materiale. 

 Può dare informazioni anche su altri geni potenzialmente targettabili.
 Maggiori informazioni che possono aumentare la conoscenza su determinate tipologie

di tumore.

Cons of NGS:

 Tempi più lunghi almeno una settimana.
 Costi dell’analisi
 Maggiore difficoltà interpretazione dati

Pros and Cons of NGS versus Individual Molecular Tests



Alternatives to NGS analysis



Sequenziamento Sanger Sequenziamento NGS

Dalla PCR a …. 



• Rilevamento della fluorescenza associata 
all’amplificazione durante ogni ciclo di PCR

• Il prodotto di PCR non viene analizzato su gel di 
agarosio

• Analisi del prodotto di fluorescenza tramite computer
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PCR Real Time

La PCR real-time (conosciuta anche come qPCR, ovvero Quantitative PCR, da non confondere con RT-PCR) è un
metodo che simultaneamente amplifica e quantifica il DNA.



Analisi quantitativa mediante PCR end-point

PCR Real Time con sonde Taqman

Nella PCR convenzionale, il prodotto del DNA amplificato viene rilevato in un’analisi del punto finale. Nella 
PCR in tempo reale, l’accumulo del prodotto di amplificazione viene misurato man mano che la reazione 
progredisce, in tempo reale, con la quantificazione del prodotto dopo ogni ciclo.



• La Real-time qPCR è la più sensibile ed affidabile tecnica 
per la quantificazione di acidi nucleici (qPCR, RT-qPCR) 

• Si basa sull’identificazione e sulla quantificazione in 
tempo reale della fluorescenza emessa da una molecola 
reporter 

• Questo avviene durante la fase di accumulo (fase 
esponenziale) del prodotto di PCR e ad ogni ciclo di 
amplificazione, consentendo così di monitorare 
l’amplificazione durante la fase iniziale e soprattutto 
durante la fase esponenziale della reazione di PCR

PCR Real Time con sonde Taqman



PCR Quantitativa - Real-Time PCR   principio

Maggiore è il numero delle “molecole stampo” presenti all’inizio della reazione e minore sarà il numero di cicli 
necessari per raggiungere un determinato valore minimo di ammontare di prodotto (Cycle threshold (Ct) - ciclo 
soglia).

PCR Real Time



La chimica della Real Time PCR

• DNA binding dyes: SYBR green

• Fluorescent PCR Primer- and Probe-Based Chemistries:

– Hydrolysis (TaqMan)probes o 5’ nuclease assay
– Molecular beacons
– Dual hybridization probes
– Eclipse probes
– Amplifluor assays
– Scorpions PCR primers
– LUX PCR primers
– Qzyme PCR primers

PCR Real Time

sequenza indipendente

sequenza specifiche



La sonda è disegnata in modo da ibridarsi all’interno del frammento amplificato nella reazione di PCR. 

La sonda di tipo TaqMan è un oligonucleotide che, come i primers della PCR, viene disegnato per essere 
complementare alla sequenza bersaglio da amplificare.

PCR Real Time con sonde Taqman



Rilevazione del prodotto di PCR mediante saggio Taqman

5’ REPORTER (R): fluorocromo ad alta energia che emette fluorescenza 

3’ QUENCHER (Q): fluorocromo a bassa energia che maschera la fluorescenza del reporter 

Se R e Q si trovano vicini, Q spegne l'effetto di R perché i fotoni di R vengono assorbiti da Q

PCR Real Time con sonde Taqman



L’amplificazione del gene di controllo interno permette di
verificare la corretta esecuzione della procedura di
amplificazione e l’eventuale presenza di inibitori, che
possono causare dei falsi negativi.

La RT-PCR è attualmente la metodica single gene gold
standard per l’analisi di mutazioni puntiformi e/o di piccole
inserzioni/delezioni su DNA e ctDNA.

L’analisi permette, mediante amplificazione con sonde
sequenza-specifiche marcate con FAM (target) ed HEX
(controllo endogeno wild-type), di rilevare basse
percentuali di allele mutato, anche in presenza di elevate
quantità di DNA genomico wild-type, arrivando ad un
limite di rilevazione (limit of detection, LOD) anche
inferiore allo 0,5%.

PCR Real Time con sonde Taqman



PCR Real Time con sonde Taqman



PCR Real Time con sonde Taqman

Tempo di esecuzione 5 min 
Amplificazione 90 min 
Lettura 5 min

Esone 15 BRAF

NGS/Sanger unico campione vedo tutte le mutazioni
qPCR ho bisogno di più saggi uno per ogni mutazione! 



Una delle modificazioni epigenetiche più comuni è la metilazione del
DNA.

La metilazione del DNA consiste nel trasferimento di un gruppo metilico
dalla S-adenosilmetionina ai residui di citosina posti in posizione 5’ nei
dinucleotidi CpG, mediante una reazione catalizzata da una DNA
metiltransferasi. Generalmente solo la metilazione dei dinucleotidi CpG
raggruppati in cluster di 0,5-3 kb, denominati isole CpG, ha una funzione
biologica. Le isole CpG sono presenti per lo più nelle regioni promotrici e/o
nei primi esoni del 50-60% di tutti i geni umani. A seconda di quanto sono
metilati i siti CpG presenti nei promotori, i geni possono essere trascritti o
meno.

Metilazione del DNA

Epigenomica – studio dello stato di metilazione del DNA



Epigenomica – studio dello stato di metilazione del DNA

La metilazione del DNA a livello degli elementi regolatori dei geni, come i promotori e gli enhancer, generalmente 
sopprime la loro funzione, attraverso l’inibizione diretta o indiretta del legame dei fattori di trascrizione. La 
metilazione, infatti, mantenendo la cromatina in uno stato compatto, stabilizza i cromosomi e reprime l’espressione 
genica.

L’ipermetilazione, localizzata a livello di specifici promotori, determina il silenziamento dei geni oncosoppressori, 
degli inibitori degli oncogeni e dei geni coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare o nella riparazione del DNA.



La temozolomide è approvata per i pazienti affetti da glioblastoma (GBM) e la sua efficacia in questa malattia è
correlata ad un biomarcatore predittivo: la metilazione del promotore di O6-metilguanina–DNA metiltransferasi
(MGMT).

La farmacoepigenetica studia la diversa risposta ai farmaci sulla base delle modificazioni epigenetiche, come la
metilazione del DNA, le modificazioni istoniche e gli RNA non codificanti.

Esempio: risposta alla terapia a base di alchilanti in glioblastoma 

 La bassa espressione di MGMT correla con una aumentata sopravvivenza libera da malattia in pazienti con
glioblastoma (GBM) trattati con temozolomide (TMZ)

 La metilazione del promotore di MGMT ha dimostrato di essere un fattore prognostico favorevole nei pazienti con
GBM trattati con TMZ: la sopravvivenza risulta aumentata in presenza di pMGMT ipermetilato.

Lo stato di metilazione del promotore di MGMT è il fattore prognostico più forte per l’outcome nei pazienti con
glioblastoma alla diagnosi ed è un potente predittore di risposta alla chemioterapia alchilante.

Epigenomica – studio dello stato di metilazione del DNA
PROMOTORE DEL GENE MGMT



Il grado di metilazione, ottenibile con pirosequenziamento, è stato proposto come fattore prognostico indipendente
per stratificare i pazienti con GBM trattati con TMZ. Considerato il 9% di metilazione come cut-off tra tumori
metilati e non, i pazienti con una percentuale di metilazione media superiore al 29%, calcolata su 12 siti CpG di
MGMT, mostravano un esito clinico migliore, con valori di progression-free survival e overall survival
significativamente più alti di quelli dei pazienti con metilazione di MGMT compresa tra il 9% e il 29%.

Epigenomica – studio dello stato di metilazione del DNA

Temozolomide è un agente alchilante:
aggiunge un gruppo metilico, alla guanina

MGMT è un enzima coinvolto nella riparazione dei danni a
carico del DNA, è in grado di rimuovere anche i gruppi
metilici aggiunti da TMZ

PROMOTORE DEL GENE MGMT



 MLH1 è un gene che codifica per l’omonima proteina, parte del
complesso mismatch repair (MMR)

 La metilazione del gene porta alla mancata produzione della
proteina MLH1 e di conseguenza a un complesso MMR non
attivo (instabilità dei microsatelliti)

 Studiare le metilazione del gene MLH1 è fondamentale per
capire l’origine del fenotipo MMRd (sporadica vs
ereditaria/syndrome di Lynch): MMRd di tipo sporadico sono in
genere associate a ipermetilazione del promotore MLH1

PROMOTORE DEL GENE MLH1

Epigenomica – studio dello stato di metilazione del DNA



Studio del profile di metilazione del
promotore del gene MLH1 è
fondamentale per il raggiungimento di
diagnosi di syndrome di Lynch

PROMOTORE DEL GENE MLH1

Epigenomica – studio dello stato di metilazione del DNA



Conversione con sodio bisolfito 

 Fondamentale sia per analisi di regioni (o pannelli di geni) che di
singoli geni

 Gli attuali sistemi di sequenziamento non sono in grado di
discriminate tra una C e una mC

 Il trattamento del DNA con bisolfito converte le citosine in uracili (C-
>U) attraverso una reazione di deamminazione. Tutti gli uracili in fase
di sequenziamento saranno letti come T

 mC è resistente alla conversione a U quindi rimarrà C

 Fase cruciale è la completa conversione di tutte le C  conversioni
parziali possono influire sul risultato finale del profilo di metilazione

 Il DNA convertito diventa templato per diverse tipologie di metodiche

CONVERSIONE CON SODIO BISOLFITO  

Epigenomica – studio dello stato di metilazione del DNA



1. La conversione si esegue su DNA
denaturato (ssDNA), ad alte temperature e
basso pH

2. Prima di procedere con le applicazioni
successive il DNA convertito deve essere
purificato per rimuovere i Sali di bisolfito e
reagenti chimici

CONVERSIONE CON SODIO BISOLFITO  

Epigenomica – studio dello stato di metilazione del DNA



3. PCR + sequenziamento: la PCR amplifica le regioni di interesse, che diventano poi il templato per un sequenziamento
sanger

• I primers sono disegnati vicino alle isole CpG, per cui a volte il disegno può essere complesso
• l’amplificazione di lunghe sequenze convertire può essere complicato (max frammenti 100-300bp)

CONVERSIONE CON SODIO BISOLFITO  

Epigenomica – studio dello stato di metilazione del DNA



Utilizza una DNA Pol e una miscela di dNTPs
somministrati uno alla volta

Quando il dNTP è incorporato nel filamento nascente,
viene rilasciato un gruppo pirofosfato (PPi)

Il pirofosfato è usato da un enzima sulforilasi per
produrre ATP (1 PP= 1 ATP)

L’ATP è usato dall’enzima luciferasi per ossidare la
luciferina ed emettere luce

Ad ogni nucleotide incorporato si ha l’emissione di un
segnale luminoso

I nucleotidi non incorporati e l’ATP prodotto è rimosso
dall’enzima apirasi, per procedere all’iniezione della
seconda tipologia di dNTPs

CONVERSIONE CON SODIO BISOLFITO  

Epigenomica – studio dello stato di metilazione del DNA



Pirosequenziamento

 Usato per analisi di un numero limitato di sequenze
 Dopo la conversione e l’amplificazione attraverso PCR della regione di interesse si procede con il pirosequenziamento

di una piccola regione (< 100 bp)
 Il grado di metilazione per ogni isola CpG è stimata facendo il rapporto tra GTP (C) e ATP (U) incorporati: ottengo un

datato quantitativo
 E’ in grado di identificare anche piccole differenze di metilazione (<5%)
 Adatta anche per campioni eterogenei (es neoplasia) dove solo una frazione di cellule ha il gene di interesse metilato

in modo anomalo

CONVERSIONE CON SODIO BISOLFITO  

Epigenomica – studio dello stato di metilazione del DNA



PCR con High Resolution Melting

Il DNA convertito e successivamente amplificato, è usato come templato

Si esegue una PCR usando un intercalante fluorescente (SYBR o Eva Green), che quando legato al dsDNA, ha elevata
fluorescenza.

Quando il prodotto di PCR è sottoposto all’incremento di temperatura, e la struttura ds si dissocia l’intercalante è
rilasciato in soluzione e la fluorescenza diminuisce.

Il DNA metilato (mantiene le C) ha una temperatura di melting maggiore
rispetto a quello non metilato (U)

Il grado di metilazione è correlato al profilo di melting del campione
Possibile vedere differenze piccole (5-10%), anche in campioni eterogenei

CONVERSIONE CON SODIO BISOLFITO  

Epigenomica – studio dello stato di metilazione del DNA


