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INTRODUZIONE

Nel 1977 sono stati pubblicati 2 lavori fondamentali

relativi ai metodi di sequenziamento del DNA. Allan

Maxam e Walter Gilbert hanno descritto un metodo in cui

frammenti di DNA marcati in posizione terminale veniva-

no sottoposti a scissione chimica base-specifica e i pro-

dotti della reazione successivamente separati mediante

elettroforesi su gel (1). Con un approccio alternativo,

Frederick Sanger et al. hanno descritto l’uso di analoghi

sintetici di deossinucleotidi terminatori, che incorporati

nella catena nascente di DNA ne impedivano l’ulteriore

allungamento in maniera base-specifica (2). Il perfezio-

namento e la commercializzazione di questo ultimo

approccio hanno portato alla sua diffusione nella comu-

nità scientifica e, di conseguenza, nella diagnostica clini-

ca. In una applicazione industriale su larga scala, il meto-

do Sanger è stato impiegato nell’ambito del “Progetto

Genoma Umano” per il sequenziamento completo del

primo genoma umano; obiettivo che è stato raggiunto nel

2003, dopo 13 anni di lavoro e con un costo stimato di

2,7 miliardi di dollari. In confronto, nel 2008 il sequenzia-

mento del genoma umano ha richiesto 5 mesi di lavoro

con un costo di circa 1,5 milioni di dollari (3).

Quest’ultimo risultato evidenzia la rapida evoluzione nel

campo delle tecnologie di “next generation sequencing”

(NGS), che sono emerse nel corso degli ultimi 5 anni.

Attualmente, sono disponibili in commercio 5 piattaforme

NGS e altre sono in fase di sviluppo. Inoltre, nell’agosto

2008 lo “US National Human Genome Research

Institute” (NHGRI) ha annunciato il finanziamento di una

serie di progetti nell’ambito del programma

“Revolutionary genome sequencing technologies”, che

ha come obiettivo il sequenziamento del genoma umano

con un costo pari o inferiore a 1000 dollari

(http://www.genome.gov/ 27527585). Questo articolo

descrive le tecnologie NGS, prende in esame il loro

impatto nel campo della ricerca di base e ne esplora la

potenziale applicabilità alla diagnostica molecolare.
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parallelo massivo di molecole di DNA amplificate in

modo clonale o di singole molecole di DNA separate

spazialmente in una cella a flusso (“flow cell”). Questa

strategia rappresenta un cambiamento radicale rispetto

al metodo di sequenziamento descritto da Sanger, che si

basa sulla separazione elettroforetica di frammenti di lun-

ghezza diversa ottenuti mediante singole reazioni di

sequenziamento. Nelle tecnologie NGS, invece, il

sequenziamento viene effettuato mediante cicli ripetuti di

estensioni nucleotidiche ad opera di una DNA-polimerasi

o, in alternativa, mediante cicli iterativi di ligazione di oligo-

nucleotidi. Poiché la procedura è parallela e massiva, tali

piattaforme consentono di sequenziare da centinaia di Mb

(milioni di paia di basi) fino a Gb (miliardi di paia di basi) di

DNA in un’unica seduta analitica, a seconda del tipo di

tecnologia NGS utilizzata. Le piattaforme disponibili sono

illustrate di seguito.

Roche/454 Life Sciences

La tecnologia 454 (http://www.454.com) deriva dalla

convergenza di due metodiche: il pirosequenziamento e la

“polymerase chain reaction” (PCR) in emulsione. Nel

1993, Nyren et al. hanno descritto un approccio di

sequenziamento basato sulla rilevazione della chemilumi-

nescenza derivante dal rilascio del pirofosfato a seguito

dell’incorporazione di deossinucleosidi trifosfato (dNTP)

ad opera di una DNA-polimerasi (4). Successivamente il

perfezionamento di tale sistema, da parte di Ronaghi et

al., ha consentito lo sviluppo commerciale della metodica

di pirosequenziamento (5, 6). Parallelamente, Tawfik e

Griffiths hanno descritto l’amplificazione di singole mole-

cole di DNA in micro-compartimenti, costituiti da emulsio-

ni di acqua-olio (7). Nel 2000, Jonathan Rothberg ha fon-

dato la società 454 Life Sciences, che ha portato allo svi-

luppo della prima piattaforma NGS disponibile commer-

cialmente (GS 20), commercializzata nel 2005. Grazie alla

combinazione tra PCR di singole molecole in emulsione e

pirosequenziamento, Margulies et al. alla 454 Life

Sciences hanno effettuato il sequenziamento dopo fram-

mentazione casuale (“shotgun sequencing”) dell’intero

genoma di Mycoplasma genitalia (580.069 paia di basi) in

un’unica seduta analitica, utilizzando la piattaforma GS 20

e ottenendo una copertura o livello di ridondanza (“cove-

rage”) del 96% e un’accuratezza del 99,96% (8). Nel

2007, 454 Life Sciences è stata acquisita da Roche

Applied Science, che ha introdotto una seconda versione

della piattaforma 454, la GS FLX. Tale sistema, che si

basa sulla stessa tecnologia di GS 20, prevede l’impiego

di una “slide” a fibre ottiche definita piastra “picotiter”. Nel

suo formato più recente, sulla superficie della “slide” sono

incisi circa 3,4 x 106 pozzetti in ciascuno dei quali avviene

la reazione di sequenziamento (con volume nell’ordine dei

picolitri), le cui pareti presentano un rivestimento in metal-

lo per aumentare la discriminazione tra segnale e rumore

di fondo. Per il sequenziamento (Figura 1) viene generata

una libreria di frammenti di DNA-stampo mediante nebu-

lizzazione o sonicazione. Successivamente alle estremità

di tali frammenti di DNA a doppio filamento (lunghi diverse

centinaia di basi) vengono legati degli oligonucleotidi adat-

tatori. La libreria viene quindi diluita a una concentrazione

tale da ottenere singole molecole di DNA, che sono dena-

turate e ibridate a singole biglie rivestite da sequenze

complementari a quelle degli oligonucleotidi adattatori. Le

biglie sono catturate nelle goccioline di un’emulsione

acqua-olio, in cui avviene la reazione di amplificazione

clonale (mediante PCR in emulsione) di ogni singola

molecola di DNA legata a ciascuna biglia. Dopo l’amplifi-

cazione, le biglie che portano immobilizzati i prodotti di

amplificazione clonale vengono recuperate dall’emulsio-

ne, separate mediante un’ulteriore diluizione, depositate

nei singoli pozzeti di una piastra “picotiter” e combinate

con gli enzimi necessari per la reazione di sequenziamen-

to. La piastra viene introdotta nel sequenziatore GS FLX e

funge da cella a flusso, in cui sono effettuati cicli iterativi di

pirosequenziamento mediante aggiunte successive di

dNTP. All’interno di ogni pozzetto contenente i prodotti di
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Figura 1

Sequenziamento mediante piattaforma Roche 454 GS FLX. Il
DNA stampo è frammentato, legato a oligonucleotidi adattatori
e amplificato clonalmente mediante PCR in emulsione. Dopo
amplificazione, le biglie sono depositate in pozzetti di una
“slide” a fibre ottiche (piastra “picotiter”) insieme agli enzimi
necessari per la reazione di sequenziamento. La piastra “pico-
titer” agisce da cella a flusso in cui sono effettuati cicli iterativi
di pirosequenziamento. In ogni pozzetto, ad ogni incorporazio-
ne nucleotidica, si ha la produzione di pirofosfato (PPi) e la
generazione di un segnale luminescente. APS, adenosina 5’-
fosfosolfato.



amplificazione clonale, ad ogni incorporazione nucleotidi-

ca si ha la produzione di pirofosfato e la conseguente

generazione di un segnale luminescente, che viene tra-

smesso attraverso le fibre ottiche della piastra e registra-

to da una camera “charge-coupled device” (CCD). Dopo

l’aggiunta di ciascun dNTP, il segnale luminoso derivante

da ciascun pozzetto viene acquisito, analizzato per valu-

tare il rapporto tra segnale e rumore di fondo, filtrato in

base a criteri di qualità e successivamente tradotto

mediante algoritmi in una sequenza lineare. Con l’intro-

duzione di una nuova chimica, denominata “Titanium”,

una singola seduta analitica mediante la piattaforma GS

FLX genera circa 1 x 106 risultati di reazioni di sequenza

(“reads”), corrispondenti a sequenze di lunghezza ≥400

bp (paia di basi), per un totale di circa 500 milioni di paia

di basi (Mb) sequenziate.

Un punto di forza della tecnologia 454 è la lunghezza

delle “reads”, che facilita l’assemblaggio de novo (“de

novo assembly”) di interi genomi (9). Uno dei problemi

maggiori è rappresentato dalla accuratezza della deter-

minazione di omopolimeri di lunghezza >3-4 bp. Un omo-

polimero di 6 basi dovrebbe teoricamente generare un

segnale di luminescenza pari al doppio del segnale gene-

rato da un omopolimero di 3 basi. Operativamente, si

ottiene un segnale di luminescenza variabile e, all’au-

mentare della lunghezza dell’omopolimero, le stime della

sua lunghezza diventano meno accurate (8, 10). Il rivesti-

mento in metallo delle pareti dei pozzetti della piastra

“picotiter” dovrebbe migliorare l’accuratezza nella deter-

minazione della lunghezza dell’omopolimero. Il numero di

volte per cui una data regione di DNA è sequenziata

(“coverage depth”) e l’accuratezza dei risultati ottenuti

mediante la tecnologia 454 sono discussi nella sezione

“Analisi dei dati”.

Illumina/Solexa

Nel 1997 Balasubramanian e Klenerman hanno idea-

to un approccio per il sequenziamento di singole moleco-

le di DNA legate a microsfere. L’anno successivo hanno

fondato Solexa, ma l’obiettivo di sequenziare singole

molecole di DNA non è stato raggiunto, portando invece

allo sviluppo di una metodica basata sull’amplificazione

clonale del DNA. A partire dal 2006, la prima piattaforma

per il sequenziamento di frammenti corti (“short reads”) di

DNA (Solexa Genome Analyzer) è stata introdotta sul

mercato e, in seguito, acquisita da Illumina

(http://www.Illumina.com). Lo strumento utilizza una cella

a flusso consistente in una “slide” otticamente trasparen-

te costituita, sulla superficie, da 8 comparti a cui sono

legati degli oligonucleotidi di ancoraggio (Figura 2). Il

DNA stampo è frammentato in segmenti lunghi alcune

centinaia di basi e modificato per generare estremità tron-

che 5’-fosforilate. L’attività polimerasica del frammento di

Klenow è utilizzata per aggiungere una singola base di

adenina all’estremità 3’ del frammento di DNA stampo

fosforilato. Questa aggiunta prepara i frammenti di DNA

per il processo di ligazione ad oligonucleotidi adattatori,

che presentano al 3’ una sporgenza di una singola base

di timina per aumentare l’efficienza di ligazione. Gli oligo-

nucleotidi adattatori sono complementari agli oligonucleo-

tidi ancorati alla cella a flusso. In condizioni di diluizione

limite, il DNA stampo a singolo filamento legato agli adat-

tatori è aggiunto alla cella a flusso e immobilizzato

mediante ibridazione agli oligonucleotidi di ancoraggio. A

differenza della PCR in emulsione, i frammenti di DNA

sono amplificati nella cella a flusso mediante una amplifi-

cazione “a ponte” (“bridge amplification”), che si basa

sulla cattura dei filamenti di DNA ripiegati ad arco che si

ibridano a un oligonucleotide di ancoraggio adiacente.

Cicli multipli di amplificazione convertono la singola mole-

cola di DNA stampo in un “cluster” di frammenti ripiegati,

amplificati clonalmente, ciascuno composto approssima-

tivamente da 1000 ampliconi clonali. In una singola cella

a flusso possono essere generarti circa 50 x 106 “cluster”

separati. Per il sequenziamento, i “cluster” sono denatu-

rati e una successiva reazione di scissione chimica e

lavaggio consente di ottenere solo i filamenti “senso”
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Figura 2

Sequenziamento mediante piattaforma Illumina Genome
Analyzer. Il DNA a singolo filamento modificato con oligonu-
cleotidi adattatori è aggiunto alla cella a flusso e immobilizzato
mediante ibridazione. L’amplificazione “a ponte” genera “clu-
ster” di frammenti amplificati clonalmente. I “cluster” sono dena-
turati e recuperati; il sequenziamento ha inizio con l’aggiunta di
“primer”, DNA polimerasi e 4 nucleotidi terminatori reversibili
marcati con composti fluorescenti. Dopo l’incorporazione delle
basi, la fluorescenti è rilevata e registrata. La fluorescenza e il
blocco sono rimossi prima del successivo ciclo di sintesi.



(“forward”). Il sequenziamento dei filamenti “senso”

avviene mediante l’ibridazione di un “primer” complemen-

tare alla sequenza dell’oligonucleotide adattatore; suc-

cessivamente, si ha l’aggiunta di una DNA polimerasi e di

una miscela di 4 nucleotidi terminatori “reversibili” marca-

ti con fluorofori differenti. I nucleotidi terminatori sono

incorporati in base alla complementarietà della sequenza

di ciascun filamento, all’interno di ogni “cluster” clonale.

Dopo l’incorporazione, i reagenti in eccesso vengono

rimossi con un lavaggio e la fluorescenza relativa ad ogni

“cluster” viene rilevata e registrata. Mediante successivi

passaggi, il gruppo di blocco dei nucleotidi terminatori

“reversibili” viene rimosso e la marcatura fluorescente

viene allontanata tramite un lavaggio, consentendo di

effettuare il ciclo successivo di sequenziamento. Questo

processo iterativo di “sequenziamento per sintesi” richie-

de circa 2,5 giorni per generare “reads” di 36 bp di lun-

ghezza. Con 50 x 106 “cluster” per ogni cella a flusso ven-

gono prodotte più di un miliardo di basi (Gb) per ogni

seduta analitica (11).

La nuova piattaforma Genome Analyzer II presenta

delle modifiche di tipo ottico che consentono l’analisi di

“cluster” a densità più elevata. Inoltre, il miglioramento

nelle chimiche di sequenziamento unito alla possibilità di

leggere sequenze più lunghe di 50 basi dovrebbe con-

sentire un ulteriore miglioramento nelle prestazioni della

piattaforma. Illumina e altre tecnologie NGS hanno esco-

gitato strategie per sequenziare entrambe le estremità

delle molecole di DNA stampo. Tale possibilità fornisce

informazioni che facilitano l’allineamento e l’“assembly”

specialmente di “short reads” (12, 13). Con la piattaforma

Illumina l’accuratezza nell’identificazione delle basi

(“base calling”) diminuisce con l’aumentare della lun-

ghezza della “read” (14). Questo fenomeno è dovuto prin-

cipalmente all’aumento di segnali di interferenza (“depha-

sing noise”), costituendo un problema tecnico per il pro-

cesso di sequenziamento. Durante un dato ciclo di

sequenziamento, i nucleotidi possono essere incorporati

in eccesso o in difetto o la rimozione del blocco può falli-

re. Con i cicli successivi, questi segnali di errore si accu-

mulano producendo una popolazione eterogenea di fila-

menti di varia lunghezza all’interno di un “cluster”. Questa

eterogeneità riduce la specificità del segnale e la preci-

sione nel “base calling”, specialmente all’estremità 3’

delle “reads”. Attualmente, si stanno sviluppando modifi-

cazioni nella chimica di sequenziamento e negli algoritmi

per l’analisi e l’interpretazione dei dati per attenuare que-

sto fenomeno di “dephasing” (15). Ricercatori del

“Wellcome Trust Sanger Institute”, che hanno una grande

esperienza con la piattaforma Illumina, hanno pubblicato

una serie di miglioramenti tecnici per la preparazione

delle libreria di frammenti di DNA, inclusi metodi per

aumentare la riproducibilità nella frammentazione

mediante sonicazione con onde acustiche focalizzate,

per aumentare l’efficienza della ligazione degli oligonu-

cleotidi adattatori tramite un processo di ligazione alter-

nativo e per ridurre, tramite un protocollo modificato di

estrazione da gel, gli errori nell’assegnazione delle cop-

pie G+C che sono stati osservati nelle “reads” ottenute

mediante la piattaforma 

Applied Biosystems 

La piattaforma “Supported Oligonucleotide Ligation

and Detection” (SOLiD) System 2.0, distribuita da Applied

Biosystems (http://www.solid.appliedbiosystems.com), è

una tecnologia per il sequenziamento di “short reads” di

DNA basata su reazioni di ligazione. Questo approccio è

stato sviluppato nel laboratorio di George Church e appli-

cato nel 2005 al risequenziamento del genoma di

Escherichia coli (17). Nel 2007 Applied Biosystems ha

migliorato tale tecnologia consentendo la distribuzione

della strumentazione SOLiD. La preparazione dei campio-

ni è simile quella effettuata per la tecnologia 454, in cui i

frammenti di DNA sono legati a oligonucleotidi adattatori,

immobilizzati su biglie e amplificati clonalmente mediante

PCR in emulsione. Le biglie recanti i prodotti di amplifica-

zione clonale vengono fissate sulla superficie di vetro fun-

zionalizzata di una cella a flusso, sulla quale ha luogo la

reazione di sequenziamento che viene innescata tramite

l’ibridazione di un “primer” complementare all’adattatore a

livello della giunzione adattatore-DNA stampo (Figura 3).

Invece di fornire un gruppo ossidrile al 3’ per l’estensione

mediata dalla DNA polimerasi, il “primer” è orientato in

modo da fornire un gruppo fosfato al 5’ per consentire la

ligazione a sonde durante il primo passaggio di sequen-

ziamento mediante ligazione (“ligation sequencing”). Ogni

sonda consiste in un ottamero costituito (in direzione 3’→
5’) da 2 basi specifiche seguite da 6 basi degenerate con

uno dei 4 marcatori fluorescenti legato all’estremità 5’. Le

2 basi specifiche corrispondono a una delle 16 possibili

combinazioni di doppiette di basi (per es. TT, GT e così

via). Nel primo passaggio di “ligation sequencing” sono

presenti una ligasi termostabile e le sonde rappresentanti

le 16 possibili combinazioni, che competono tra loro per l’i-

bridazione alla sequenza stampo immediatamente adia-

cente al “primer”. Dopo il legame delle sonde, viene effet-

tuata una reazione di ligazione a cui segue una fase di

lavaggio per eliminare le sonde non ibridate. I segnali di

fluorescenza vengono rilevati e la porzione marcata delle

sonde ligate viene tagliata e allontanata tramite un lavag-

gio in modo da rigenerare un gruppo fosfato all’estremità

5’. Nei cicli successivi di sequenziamento, le sonde ven-

gono ligate al gruppo fosfato all’estremità 5’ del pentame-

ro precedente. Vengono effettuati 7 cicli di ligazione suc-

cessivi, definiti come un “round”, per estendere il primo

“primer”. Successivamente, il filamento sintetizzato viene

denaturato e viene ibridato un nuovo “primer” di sequen-

ziamento, sfasato di una base (n-1) rispetto al “primer”

usato nel passaggio precedente. In totale sono realizzati 5

“round”, utilizzando ogni volta nuovi “primer” sfasati di basi

successive (n-2, n-3 e così via), e questo tipo di approccio

permette che ogni nucleotide del DNA stampo venga

sequenziato due volte. Mediante una seduta analitica

della durata di 6 giorni sono generate “reads” di lunghez-

za pari a 35 bp, la cui composizione nucleotidica viene

interpretata in base ai risultati ottenuti dalla ligazione delle

diverse sonde con le 16 combinazioni possibili di doppiet-

te di basi. Grazie all’utilizzo di “primer” sfasati, vengono

sequenziate diverse basi dell’oligonucleotide adattatore.

Questa informazione fornisce una sequenza di riferimento
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di partenza che viene utilizzata in combinazione con un

sistema di codificazione a 2 basi (in cui ogni coppia di basi

adiacenti è correlata a un fluoroforo specifico) per decifra-

re algoritmicamente la sequenza stampo (Figura 4).

Introducendo nello strumento 2 celle a flusso per ogni

seduta analitica vengono generati fino a oltre 4 Gb di dati

di sequenza. Prima della reazione di ligazione, i filamenti

di DNA stampo non estesi vengono bloccati chimicamen-

te (“capping”) per diminuire segnali di interferenza aspeci-

fici ed evitare il fenomeno di “dephasing”. Il “capping” dei

filamenti non estesi associato all’uso di una ligasi ad alta

fedeltà e alla doppia interrogazione di ogni base nucleoti-

dica del DNA stampo durante cicli indipendenti di ligazio-

ne consentono, secondo il produttore, di ottenere una

sequenza consenso (“consensus”) con un’accuratezza

pari al 99,9% per un frammento noto di DNA stampo

sequenziato in “reads” di lunghezza pari a 25 nucleotidi

con un “coverage” di 15 volte.

In maniera indipendente, il laboratorio Church ha col-

laborato con Motion and Dover Systems per sviluppare e

introdurre una piattaforma alternativa di “ligation sequen-

cing”, il Polonator G.007 (http://www.polonator.org).
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Figura 3

Sequenziamento mediante piattaforma Applied Biosystems SOLiD.
In alto: sistema di codificazione a 2 basi della piattaforma. Ogni sonda consiste in un ottametro costituito (in direzione 3’→5’) da 2
basi specifiche seguite da 6 basi degenerate (nnnzzz) con uno dei 4 marcatori fluorescenti legato all’estremità 5’. Le 2 basi specifi-
che corrispondono a una delle 16 combinazioni possibili di doppiette di basi. In basso: (A) il DNA stampo legato all’oligonucleotide
adattatore P1, con il “primer” (n) ibridato, è interrogato dalle sonde che rappresentano le 16 combinazioni possibili di doppiette di basi.
In questo esempio, le 2 basi specifiche, complementari al DNA stampo, sono AT; (B) dopo l’ibridazione e la ligazione della sonda il
segnale di fluorescenza viene rilevato, la porzione della sonda corrispondente alle ultime 3 basi degenerate viene tagliata e prima del
secondo passaggio di sequenziamento, l’estremità 5’ della sonda viene fosforilata (non mostrato); (C) ibridazione e ligazione della
sonda successiva; (D) estensione completa del “primer” (n) durante il primo “round” costituito da 7 cicli di ligazione; (E) il prodotto
ottenuto a seguito dell’estensione del “primer” (n) è denaturato dall’oligonucleotide adattatore legato al DNA stampo e viene effettua-
to un secondo “round” di sequenziamento con il “primer” (n-1). Grazie all’utilizzo progressivo di “primer” sfasati rispetto al “primer” ini-
ziale (in questo esempio i “primer” sono sfasati di una base: n-1), vengono sequenziate le basi dell’oligonucleotide adattatore, che
funge da sequenza di riferimento di partenza, che in combinazione con il sistema di codificazione a 2 basi (in cui ogni coppia di basi
adiacenti è correlata a un fluoroforo specifico) permette di decifrare algoritmicamente la sequenza stampo. Mediante tale piattafor-
ma, ogni nucleotide del DNA stampo viene sequenziato due volte.



Nella Tabella 1 sono riassunte le caratteristiche delle

piattaforme GS FLX, Genome Analyzer e SOLiD. 

Helicos BioSciences (sequenziamento a

singola molecola) 

Helicos BioSciences (http://www.helicosbio.com) ha

ora reso disponibile la prima piattaforma per il sequen-

ziamento a singola molecola (HeliScope), che è in

grado, secondo il produttore, di fornire sequenze per un

totale di 1 Gb/giorno. Questa tecnologia ha origine dal

lavoro di Braslavsky et al. pubblicato nel 2003 (18).

Eliminato il processo di amplificazione clonale, il metodo

si basa sulla frammentazione del DNA stampo e sulla

sua poliadenilazione all’estremità 3’, in cui l’adenosina

terminale risulta essere marcata con un fluoroforo. I fila-

menti di DNA poliadenilati vengono denaturati e ibridati a

oligonucleotidi di poli(dT) immobilizzati sulla superficie di

una cella a flusso, con una densità di cattura fino a un

massimo di 100 x 106 filamenti di DNA stampo per cm2.

Le coordinate delle posizioni dei singoli filamenti di DNA

catturati sono quindi registrate da una camera CCD e il

fluoroforo viene rimosso ed eliminato tramite un lavaggio

prima di effettuare la reazione di sequenziamento. Per il

sequenziamento vengono aggiunti alla cella a flusso una

DNA-polimerasi e uno dei 4 dNTP marcati con il fluoro-

foro Cy5, la cui fluorescenza viene acquisita per determi-

nare l’incorporazione della base nei singoli filamenti di

DNA. Dopo rimozione del fluroforo e lavaggio, tale pro-

cesso viene ripetuto con il dNTP successivo marcato

con Cy5. Ogni ciclo di sequenziamento, che consiste in

aggiunte successive di DNA polimerasi e di ciascuno dei

4 dNTP marcati, è chiamato “quad”. In genere, viene

effettuato un numero di circa 25-30 “quad”, che permet-

te di ottenere “reads” di 45-50 bp di lunghezza. La piat-

taforma Helicos è stata utilizzata per sequenziare il

genoma di 6407 bp del batteriofago M13 (19). Questo

studio ha permesso di dimostrare sia il suo potenziale

che le principali problematiche tecniche, comuni a tutti i

metodi di sequenziamento a singola molecola basati sul

sequenziamento-per-sintesi. In primo luogo, l’accuratez-

za della reazione di sequenziamento era notevolmente

migliorata introducendo il sequenziamento in doppio di

ogni molecola stampo (“2-pass sequencing”). In secon-

do luogo, era rilevata una minore accuratezza nel

sequenziamento di tratti omopolimerici a causa dell’ag-

giunta ad ogni ciclo, da parte della DNA polimerasi, di un

numero addizionale di basi dello stesso tipo rispetto a

quelle contenute in tali regioni. Helicos ha quindi brevet-
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Figura 4

Sistema di codificazione a 2 basi (in cui ogni coppia di basi adia-
centi è correlata a un fluoroforo specifico) e analisi algoritmica
della sequenza di DNA stampo mediante la piattaforma SOLiD.
In alto a sinistra: interrogazione di una sequenza stampo recan-
te le basi TAGACA (in posizione 1-6, con base T della sequen-
za dell’oligonucleotide adattatore in posizione 0). A destra: siste-
ma di codificazione a 2 basi. In basso: sequenziamento del DNA
stampo mediante ligazione e analisi algoritmica. L’estensione
del “primer” (n) interroga le basi del DNA stampo in posizione 1
e 2, 6 e 7, 11 e 12, e così via. Nel corso del primo “round” non
viene fornita alcuna informazione relativa alla sequenza poiché
ciascun fluoroforo rappresenta 4 combinazioni possibili di coppie
di basi. L’estensione del “primer” (n-1) permette di decifrare la
base della sequenza in posizione 1, sapendo che la base in
posizione 0 della sequenza dell’oligonucleotide adattatore P1 è
una T. Le estensioni dei “primer” (n-2) e (n-3) forniscono ulterio-
ri informazioni prima della codificazione a 2 basi del DNA stam-
po effettuata al quinto “round” (“primer” n-4). Le basi indicate
come “N” mostrano le posizioni, lungo il DNA stampo, che sono
sequenziate due volte prima di essere decifrate.

Tabella 1

Confronto tra le diverse piattaforme NGS

Roche
454 GS FLX

Illumina
Genome Analyzer

Applied Biosystems
SOLiD

Metodo Sanger

Metodo di
sequenziamento

Pirosequenziamento Nucleotidi terminatori
“reversibili” fluorescenti

“Ligation sequencing” Nucleotidi terminatori
fluorescenti

Lunghezza “reads” 400 bp 36 bp 35 bp 800 bp

Tempo di analisi 10 ore 2,5 giorni 6 giorni 3 ore

Basi totali analizzate 500 Mb 1,5 Gb 4 Gb 800 bp



tato dei dNTP marcati definiti terminatori virtuali (“virtual

terminators”), che sembra riducano la processività della

DNA polimerasi in modo che vengano aggiunte solo sin-

gole basi, migliorando l’accuratezza del sequenziamen-

to degli omopolimeri. E’ interessante notare che la per-

centuale dei filamenti di DNA con lunghezza intorno ai 50

nucleotidi che può essere sequenziata è notevolmente

inferiore rispetto a quella ottenuta sequenziando fram-

menti di lunghezza minore, intorno ai 25 nucleotidi, pro-

babilmente a causa delle strutture secondarie (per es. ad

ansa) assunte dalle molecole stampo.

IMPATTO DELLA TECNOLOGIA NGS SULLA

RICERCA DI BASE 

Nei 4 anni successivi alla messa in commercio della

prima piattaforma, le tecnologie NGS hanno notevol-

mente accelerato la crescita di vari settori di ricerca

genomica, consentendo di effettuare esperimenti che in

precedenza non erano tecnicamente possibili o conve-

nienti da un punto di vista economico. Di seguito vengo-

no descritte le principali applicazioni delle piattaforme

NGS e l’analisi dei dati prodotti.

Analisi genomica 

La potenzialità delle tecnologie NGS di effettuare

analisi ad alta processività è stata sfruttata per sequen-

ziare interi genomi, da quelli di microorganismi a quelli

umani (3, 8, 9, 11, 20-24), incluso il recente sequenzia-

mento del genoma di cellule citogeneticamente normali,

derivanti da un paziente con leucemia mieloide acuta,

che ha portato all’identificazione di nuove mutazioni

genetiche tumore-specifiche (25). La capacità della tec-

nologia 454 di sequenziare frammenti più lunghi rispetto

a quelli che possono essere sequenziati con le tecnolo-

gie Illumina e SOLiD, adatte al sequenziamento di “short

reads”, facilita il “de novo assembly” in assenza di un

genoma di riferimento. Per il risequenziamento, entram-

be le tecnologie per l’analisi di frammenti lunghi o corti

sono state utilizzate con successo. In uno studio compa-

rativo, le piattaforme 454, Illumina e SOLiD hanno tutte

accuratamente rilevato variazioni di singole basi con un

“coverage depth” per allele ≥15 volte (20) (gli aspetti cri-

tici relativi al “coverage depth” sono discussi più avanti

nella sezione “Analisi dei dati”). La lunghezza maggiore

dei frammenti che possono essere sequenziati median-

te la piattaforma 454 permette di ottenere informazioni

relative ad aplotipi nucleotidici all’interno di regioni di

alcune centinaia di basi e tale metodo è più adatto per

identificare inserzioni e delezioni di media grandezza e

per produrre allineamenti in zone contenenti sequenze

ripetute. Ulteriori studi sono necessari per comparare le

prestazioni tecnologiche delle varie piattaforme nel rile-

vare inserzioni e delezioni. Ogni piattaforma ha una stra-

tegia alternativa per sequenziare entrambe le estremità

dei frammenti delle librerie di DNA (“paired-end sequen-

cing”). Oltre a raddoppiare la produzione dei risultati, il

fatto di sapere che le “reads” sono associate tra loro

all’interno di un certo frammento aumenta la possibilità di

allineamento e “assembly”, specialmente per sequenze

corte. Il “paired-end sequencing” è stato utilizzato per

mappare variazioni genomiche strutturali, incluse dele-

zioni, inserzioni e riarrangiamenti (12, 13, 26, 27). La

capacità di sequenziare interi genomi umani mediante

piattaforme NGS ad un costo sostanzialmente ridotto ha

dato nuovo impulso allo sviluppo di progetti internaziona-

li volti a sequenziare migliaia di genomi umani nei pros-

simi dieci anni (http://www.1000genomes.org), che con-

sentiranno la caratterizzazione e la catalogazione delle

variazioni genetiche umane a un livello senza preceden-

ti.

Risequenziamento genomico di regioni di inte-

resse

Il sequenziamento di sottoregioni genomiche e di

gruppi di geni viene attualmente impiegato  per identifi-

care polimorfismi e mutazioni in geni implicati nei tumori

e in regioni del genoma umano osservate avere un coin-

volgimento in malattie genetiche, mediante studi di “lin-

kage” e di associazione sull’intero genoma (28, 29).

Soprattutto in quest’ultimo scenario le regioni di interes-

se possono raggiungere dimensioni da centinaia di Kb a

diverse Mb. Per un miglior uso delle tecnologie NGS per

il sequenziamento di tali regioni candidate, vengono

introdotti nel disegno sperimentale diversi passaggi di

arricchimento genomico, sia tradizionali che nuovi. La

sovrapposizione di ampliconi (di circa 5-10 Kb) derivanti

da reazioni di PCR a lungo raggio (“long-range PCR”)

può permettere di sequenziare fino a diverse centinaia di

Kb, mentre per regioni genomiche più estese questo

approccio non risulta molto pratico. Più recentemente,

l’arricchimento è stato raggiunto grazie all’ibridazione di

DNA genomico umano, frammentato e denaturato, a oli-

gonucleotidi sonda di cattura complementari a regioni di

interesse e alla successiva eluizione del DNA arricchito

(30-33). Le sonde di cattura possono essere immobiliz-

zate su una superficie solida (Roche NimbleGen,

http://www.nimblegen.com; Agilent Technologies,

http://www.agilent.com; e Febit, http://www.febit.com) o

utilizzate in soluzione (Agilent). L’“array” NimbleGen nel

suo formato attuale contiene 350.000 oligonucleotidi di

60-90 bp di lunghezza, che in genere sono distanziati tra

loro da 5-20 nucleotidi, dai quali sono esclusi oligonu-

cleotidi complementari alle regioni ripetute. Per l’arricchi-

mento, 5–20 µg di DNA genomico vengono frammentati

e legati a oligonucleotidi “linker” contenenti sequenze

che fungono da “primer” per reazioni di PCR universali.

Questo materiale è denaturato, ibridato a un “array” per

3 giorni, eluito e il DNA arricchito è amplificato mediante

PCR prima della preparazione della libreria NGS. In

studi riportati in letteratura, sull’“array” 350K sono state

catturate fino a 5 Mb di sequenze, tra cui il 60-75% map-

panti le regioni di interesse, mentre il rimanente mappan-

ti regioni non di interesse derivanti da catture non speci-

fiche. NimbleGen sta inoltre sviluppando un “array” di 2,1

x 106 posizioni per la cattura di regioni genomiche più

ampie. La tecnologia di Agilent, basata su l’impiego di

sonde di cattura in soluzione, prevede l’uso di oligonu-
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cleotidi fino a 170 bp di lunghezza, che recano ad ogni

estremità sequenze per l’innesco di una PCR universale

e siti di riconoscimento per endonucleasi di restrizione.

La libreria di oligonucleotidi viene amplificata mediante

PCR, digerita tramite enzimi di restrizione e legata ad

adattatori contenenti il sito promotore per la T7 polimera-

si. In vitro, in presenza di UTP biotinilato viene effettuata

la trascrizione in modo da generare sequenze di cattura

di cRNA biotinilato a singolo filamento. Per la cattura, 3

µg di DNA genomico frammentato e denaturato sono

ibridati in soluzione alle sequenze di cRNA per 24 ore.

Dopo l’ibridazione, ibridi a doppio filamento di DNA e

cRNA sono legati a biglie magnetiche rivestite da strep-

tavidina; il cRNA viene poi digerito enzimaticamente,

liberando il DNA a singolo filamento arricchito, che viene

successivamente processato per le piattaforme NGS. Un

approccio di arricchimento alternativo sviluppato da

RainDance Technologies (http://www.raindancetechno-

logies.com) utilizza una nuova tecnologia microfluidica in

cui singole coppie di “primer” per la reazione di PCR per

regioni genomiche di interesse sono segregate in goc-

cioline di un’emulsione acqua-olio e successivamente

riunite per creare una libreria di “primer”.

Separatamente, vengono preparate delle gocce in emul-

sione contenenti il DNA genomico e i reagenti per la rea-

zione di PCR. Sono generati due flussi separati, uno di

goccioline con la libreria di “primer” e l’altro di goccioline

contenenti DNA genomico e reagenti per la reazione di

PCR. I due flussi vengono fatti convogliare e le goccioli-

ne di entrambi sono mescolate in un rapporto di 1:1.

Poiché tale processo avviene attraverso un canale

microfluidico, le goccioline sono sottoposte a un impulso

elettrico che le porta a fondersi. Le goccioline fuse con-

tenenti le singole coppie di “primer” e il DNA

genomico/reagenti per la reazione di PCR sono deposi-

tate in una piastra da 96 pozzetti e amplificate. Dopo

l’amplificazione, gli ampliconi sono recuperati dall’emul-

sione e mescolati per essere analizzati mediante le tec-

nologie NGS.

Metagenomica

Le tecnologie NGS hanno avuto un impatto enorme

sullo studio della diversità microbica in campioni ambien-

tali e clinici. Dal punto di vista operativo, il DNA genomi-

co è estratto dal campione di interesse e convertito in

una libreria per essere sequenziato mediante una piatta-

forma NGS. Le sequenze ottenute vengono allineate a

sequenze di riferimento di microorganismi che si ipotizza

possano essere presenti nel campione. Possono essere

distinte specie strettamente correlate e possono essere

desunte anche le specie più distanti dal punto di vista

filogenetico. Inoltre, il “de novo assembly” di dati ottenu-

ti può fornire informazioni a sostegno della presenza di

specie note o potenzialmente nuove. Si ottengono infor-

mazioni genomiche di natura qualitativa e l’analisi delle

proporzioni relative delle “reads” può essere utilizzata

per ottenere informazioni quantitative sulle singole spe-

cie microbiche. Ad oggi, la maggior parte delle analisi di

metagenomica mediante le tecnologie NGS è stata effet-

tuata con la tecnologia 454 in quanto la lunghezza mag-

giore dei frammenti sequenziati facilita l’allineamento a

genomi microbici di riferimento e il “de novo assembly” di

genomi microbici non ancora caratterizzati. Esempi di

studi di metagenomica includono analisi di popolazioni

microbiche nell’oceano (34, 35) e nel suolo (36), l’identi-

ficazione di un nuovo arenavirus in pazienti trapiantati

(37) e la caratterizzazione della microflora presente nella

cavità orale umana (38) e nell’intestino di gemelli obesi e

magri (39).

Sequenziamento del trascrittoma 

Le tecnologie NGS hanno fornito un nuovo e potente

approccio, denominato “RNA-Seq”, per la mappatura e

la quantificazione dei trascritti nei campioni biologici. Il

RNA totale, privato della componente ribosomiale o il

RNA con la coda di poli(A) (mRNA) è isolato e converti-

to in cDNA. Un protocollo tipico comporta la generazio-

ne di un primo filamento di cDNA attraverso la retrotra-

scrizione mediata da “primer” esamerici a composizione

casuale e la generazione successiva del secondo fila-

mento di cDNA ad opera di una RNasi H e di una DNA

polimerasi. Il cDNA viene frammentato e legato ad adat-

tatori per l’analisi mediante le tecnologie NGS. Per i pic-

coli RNA, come i microRNA e gli “short interfering” RNA,

sono comunemente impiegati i seguenti approcci di iso-

lamento, che possono anche essere usati in combinazio-

ne: l’isolamento preferenziale attraverso un metodo di

arricchimento di piccoli RNA o la selezione in base alla

taglia tramite separazione elettroforetica su gel. Per

unire le sequenze degli adattatori alla molecola di RNA

viene utilizzata una RNA ligasi; questo passaggio è

spesso seguito da una reazione di PCR prima di proce-

dere con le tecnologie NGS. Dopo il sequenziamento, le

“reads” sono allineate a un genoma di riferimento, com-

parate a sequenze di trascritti noti o utilizzate per un “de

novo assembly” per costruire una mappa di trascrizione.

Sebbene la tecnologia di RNA-Seq sia ai primi stadi di

sviluppo, essa ha già mostrato alcuni vantaggi rispetto

agli “array” di espressione genica (40). In primo luogo, gli

“array” permettono di analizzare solamente sequenze

genomiche note, mentre l’approccio di RNA-Seq, non

essendo vincolato da tale limitazione, consente la carat-

terizzazione dei trascritti senza una conoscenza a priori

dei siti genomici di inizio trascrizione. RNA-Seq, rispetto

agli “array”, è inoltre un metodo che permette di ottene-

re una risoluzione a livello di singole basi e mostra una

maggior capacità di distinguere isoforme di RNA, di

determinare l’espressione allelica e di rilevare le varia-

zioni di sequenza. I livelli di espressione sono dedotti dal

numero totale di “reads” che mappano per gli esoni di un

gene, normalizzate per la lunghezza degli esoni che pos-

sono essere mappati in modo univoco. I risultati ottenuti

con questo tipo di approccio hanno mostrato una stretta

correlazione con quelli ottenuti mediante esperimenti di

PCR quantitativa e di “RNA-spiking”. L’intervallo dinami-

co del RNA-Seq per determinare i livelli di espressione è

di 3-4 ordini di grandezza, rispetto ai 2 ordini di grandez-

za degli “array” di espressione. In questo contesto, RNA-

Seq ha mostrato un miglioramento delle prestazioni per

l’identificazione quantitativa di trascritti prodotti sia ad alti
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che a bassi livelli. RNA-Seq viene attualmente impiega-

to per confermare e aggiornare informazioni geniche,

incluse le regioni alle estremità 5’ e 3’, e le regioni di

giunzione tra esoni e introni; questa seconda informazio-

ne si ottiene mappando le “reads” rispetto alle giunzioni

esoniche caratterizzate da siti “consensus” di “splicing”

GT-AG. Possono essere desunte sia informazioni di tipo

qualitativo che di tipo quantitativo relative a fenomeni di

“splicing” alternativo. RNA-Seq è stato applicato per

studi su una varietà di organismi, tra cui Saccharomyces

cerevisiae, Arabidopsis thaliana, topi e cellule umane

(40-51).

Mappatura delle proteine leganti il DNA e

analisi della cromatina 

La caratterizzazione delle proteine regolatrici asso-

ciate al genoma è progredita enormemente grazie all’in-

troduzione delle tecnologie di immunoprecipitazione

della cromatina e all’ibridazione a “microarray” (ChIP-on-

chip) (52). Con tale approccio, le proteine associate al

DNA genomico sono ibridate chimicamente (tipicamente

tramite trattamento blando con formaldeide) ai loro siti di

legame e il DNA è frammentato mediante sonicazione o

digestione con nucleasi micrococcica. Le proteine ibrida-

te con il DNA sono immunoprecipitate con anticorpi spe-

cifici per le proteine di interesse. Il DNA nell’immunopre-

cipitato viene purificato e ibridato a un “array” di oligonu-

cleotidi costituito da sequenze genomiche, consentendo

l’identificazione dei siti di riconoscimento delle proteine

leganti il DNA (“DNA-binding proteins”). Questo approc-

cio è stato impiegato con successo per identificare i siti

di legame dei fattori di trascrizione e delle proteine isto-

niche.

La tecnologia ChIP-on-chip è attualmente sostituita

in una varietà di approcci sperimentali con ChIP-Seq, in

cui il DNA recuperato dell’immunoprecipitato viene con-

vertito in una libreria che viene analizzata mediante piat-

taforme NGS. Le “reads” ottenute sono mappate al

genoma di interesse di riferimento per generare una

mappa sull’intero genoma (“genome-wide”) dei siti di

riconoscimento delle “DNA-binding proteins” (53-55). Gli

studi che fino ad oggi hanno esaminato i siti genomici di

legame delle proteine di trascrizione umane “Neuron

restrictive silencer factor” (NRSF) e “Signal transducer

and activator of transcription 1” (STAT1) mostrano che la

risoluzione ottenuta tramite la tecnologia ChIP-Seq è

maggiore rispetto a quella ottenuta mediante ChIP-on-

chip, come evidenziato dal fatto che oltre alla conferma

di siti caratterizzati in precedenza ne sono stati identifi-

cati di nuovi (56, 57). Analogamente all’approccio di

RNA-Seq, il ChIP-Seq presenta l’importante vantaggio di

non richiedere la conoscenza a priori delle posizioni

genomiche di legame proteico. Oltre allo studio relativo

ai fattori di trascrizione, le piattaforme NGS sono anche

utilizzate per mappare la metilazione a livello del geno-

ma. Un approccio tradizionale, che è stato applicato per

lo studio di sottoregioni genomiche o di interi genomi,

prevede la conversione del DNA mediante bisolfito

seguita da un’analisi con le tecnologie NGS (58, 59).

Attualmente si sta cercando di sviluppare una variante

della tecnologia ChIP-Seq, in cui il profilo di metilazione

viene analizzato associando il processo di immunopreci-

pitazione all’utilizzo di un anticorpo monoclonale diretto

contro le citosine metilate e l’analisi successiva su piat-

taforme NGS (60). 

ANALISI DEI DATI 

Gli esperimenti con piattaforme NGS generano una

quantità di informazioni senza precedenti e questo rap-

presenta una sfida per la gestione, l’archiviazione e,

soprattutto, l’analisi dei dati (61). Come primo tipo di

informazione si ottiene un’enorme quantità di immagini

dei segnali di luminescenza o di fluorescenza acquisiti

dalla superficie della cella a flusso, registrate dopo ogni

passaggio di sequenziamento iterativo (Figura 5).

Questa massa di informazioni richiede un sistema inter-

connesso (“data-pipeline system”) con capacità operati-

va molto elevata per l’archiviazione, la gestione e l’ela-

borazione dei dati. La dimensione delle informazioni

generata durante una singola seduta analitica effettuata

con le tecnologie 454 GS FLX, Illumina e SOLiD è rispet-

tivamente di circa 15 GB, 1 TB e 15 TB. L’operazione di

elaborazione principale del “data-pipeline system” consi-

ste nella conversione delle immagini acquisite in “reads”,
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Figura 5

Immagine a colori della cella a flusso della piattaforma Illumina.
Ogni segnale di fluorescenza deriva da un “cluster” di DNA
stampo amplificato clonalmente. Il pannello superiore mostra i
segnali di fluorescenza emessi alle 4 lunghezze d’onda dai
diversi fluorofori. Le immagini vengono elaborate per identifica-
re i singoli “cluster” e per eliminare il rumore di fondo o even-
tuali interferenze. Il pannello inferiore rappresenta un’immagine
composita dei 4 canali di fluorescenza.



definita “base calling”, che richiede un intenso lavoro

computazionale. In primo luogo, le singole biglie o i rela-

tivi “cluster” vengono identificati e localizzati attraverso

una serie di immagini. Mediante l’impiego di algoritmi

specifici per ogni piattaforma vengono quindi valutati una

serie di parametri di immagine quali intensità, rumore di

fondo e presenza di eventuali segnali aspecifici per

generare sequenze nucleotidiche e assegnare a ciascu-

na base punteggi di qualità (“quality scores”), correlati

alla probabilità di errore. Sebbene molti ricercatori utiliz-

zino i “software” “data-pipeline” specifici per ogni piatta-

forma per il processo di “base calling”, sono stati svilup-

pati anche programmi alternativi che utilizzano “softwa-

re” più avanzati e che prevedono anche la valutazione di

parametri statistici. Le caratteristiche di questi program-

mi alternativi prevedono l’inclusione di basi ambigue

nelle “reads” una migliore esclusione delle basi poste

all’estremità delle “reads”, che presentano un basso

“quality score” (62), e l’impiego di una serie di dati per il

training all’utilizzo del “software” di analisi (15).

L’introduzione di queste caratteristiche ha permesso di

ridurre gli errori di lettura e di migliorare l’allineamento,

data in specifico la tendenza attuale di generare “reads”

più lunghe. Questi vantaggi, tuttavia, devono essere

valutati in base alle necessarie capacità operative del

computer, richieste dall’ampio volume di dati di immagi-

ne analizzati.

I “quality scores”, calcolati durante il processo di

“base calling” delle piattaforme NGS, forniscono impor-

tanti informazioni per l’allineamento, l’“assembly” e l’ana-

lisi di variazioni. Sebbene la valutazione della qualità vari

a seconda del tipo di piattaforma, i calcoli sono tutti effet-

tuati in base allo storico “phred score”, introdotto nel 1998

per i dati di sequenza di Sanger (63, 64). Il valore di qua-

lità del “phred score” (q) utilizza una scala matematica

per convertire a una scala logaritmica la probabilità stima-

ta per l’identificazione non corretta di una base (e):

q = −10 • log10(e).

Le probabilità di identificare una base in modo non cor-

retto pari a 0,1 (10%), 0,01 (1%) e 0,001 (0,1%) produ-

cono, rispettivamente, un valore di “phred score” di 10,

20 e 30. I tassi di errore per le piattaforme NGS stimati

tramite i “quality scores” dipendono da diversi fattori,

inclusi i rapporti tra segnale e rumore di fondo, l’intera-

zione tra biglie o “cluster” adiacenti e il fenomeno di

“dephasing”. E’ stato compiuto un lavoro enorme per

capire e migliorare l’accuratezza dei “quality scores” e

dei fattori alla base degli errori (10, 14), comprese le

inaccuratezze nelle lunghezze delle “reads” omopolime-

riche ottenute mediante la tecnologia 454 e degli errori

sistematici (“bias”) di identificazione delle singole basi

generati con il formato Illumina. Studi relativi a questi tipi

di errore hanno portato allo sviluppo di esempi di “soft-

ware” che non richiedono processi aggiuntivi di “base

calling”, ma migliorano l’accuratezza dei “quality scores”

e quindi l’accuratezza del sequenziamento (65, 66). I

“quality scores” sono uno strumento importante per

escludere “reads” ed eliminare basi che mostrano una

bassa qualità, per migliorare l’accuratezza dell’allinea-

mento e per determinare una sequenza “consensus” e la

presenza di basi varianti (“variant calls”) (67). 

L’allineamento e l’“assembly” risultano più difficoltosi

sui dati ottenuti tramite le piattaforme NGS rispetto a

quelli ottenuti tramite sequenziamento con il metodo

Sanger, a causa della minor lunghezza delle “reads” che

sono generate nel primo caso. Una limitazione nell’alli-

neamento e nell’“assembly” di “short reads” è l’impossi-

bilità di allineare in modo univoco ampie porzioni di una

serie di “reads” quando la lunghezza delle stesse diven-

ta troppo ridotta. Allo stesso modo, il numero di “reads”

allineate in modo univoco si riduce quando si effettuano

allineamenti a genomi o a sequenze di riferimento più

grandi e complessi, che hanno una maggior probabilità

di contenere sequenze ripetute. Un esempio è riportato

da uno studio che indica come il 97% del genoma di

Escherichia coli può essere allineato in modo univoco

con “reads” di 18 bp di lunghezza, mentre soltanto il 90%

del genoma umano può essere allineato in modo univo-

co con “reads” di 30 bp (68, 69). L’allineamento univoco

o l’“assembly” è ridotto non solo dalla presenza di

sequenze ripetute, ma anche dalle omologie condivise

all’interno di famiglie geniche strettamente correlate e

con pseudogeni. L’allineamento non univoco di “reads”

viene risolto dal “software” assegnando le “reads” a posi-

zioni multiple o lasciando lacune (“gaps”) nell’allinea-

mento stesso. Nel processo di “de novo assembly” que-

ste reads saranno escluse, portando a insiemi contigui di

“reads” (“contigs”) assemblati, più corti e numerosi.

Questi fattori sono rilevanti per la scelta della piattaforma

di sequenziamento più appropriata e alla relativa lun-

ghezza delle “reads” prodotte, specialmente per proces-

si di “de novo assembly” (9). 

I tassi di errore delle “reads” per le singole piattafor-

me NGS sono più elevati di quelli che si osservano per il

sequenziamento col metodo Sanger. In quest’ultimo

caso, la maggior accuratezza deriva non solo dal grado

di avanzamento della chimica, ma anche dal fatto che i

picchi dei ferogrammi corrispondono a reazioni di esten-

sione con terminazioni multiple e altamente ridondanti.

L’accuratezza per le piattaforme NGS è ottenuta median-

te il sequenziamento ripetuto di una data regione di inte-

resse mediante una procedura massiva e parallela in cui

ogni sequenza contribuisce all’intensità di “coverage”,

consentendo di definire una sequenza “consensus”. Le

fasi di “assembly”, allineamento e analisi dei dati deri-

vanti dalle piattaforme NGS richiedono un numero ade-

guato di “reads” tra loro sovrapposte, definito “covera-

ge”. In pratica, il “coverage” per una data regione di

sequenza è variabile e diversi fattori, oltre alla variabile

casuale di Poisson della preparazione della libreria, pos-

sono contribuire a questa variabilità, incluse la ligazione

differenziale degli oligonucleotidi adattatori alle sequen-

ze di DNA stampo e l’amplificazione differenziale duran-

te la generazione clonale del DNA stampo (11, 70). Al di

là degli errori di sequenza, un “coverage” non adeguato

può portare a un mancato rilevamento di un’effettiva

variazione nucleotidica, dando origine a risultati falsi-

negativi per campioni eterozigoti (3, 11). Per la piattafor-

ma 454 diversi studi hanno dimostrato che “coverage”

minori di 20-30 volte sono sufficienti a ridurre l’accura-
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tezza nell’identificazione di un polimorfismo (65). Per il

formato Illumina sono state utilizzate intensità di “covera-

ge” 50-60 volte più elevate in modo da migliorare l’alli-

neamento delle “short reads”, l’“assembly” e l’accuratez-

za, sebbene un “coverage” di 20-30 volte possa essere

sufficiente per alcune applicazioni di risequenziamento

(14). Come osservato in precedenza, uno studio compa-

rativo sul genoma di lievito ha mostrato come le tecnolo-

gie 454, Illumina e SOLiD abbiano tutte identificato varia-

zioni di singole basi in maniera corretta, quando l’inten-

sità di “coverage” per allele era ≥15 volte (20). Nel caso

di sequenze che non vengono allineate a causa di una

consistente diversità rispetto alla sequenza di riferimen-

to si possono verificare delle lacune di copertura (“cove-

rage gaps”). L’allineamento di sequenze ripetute a regio-

ni di interesse contenenti tali sequenze può influire sul

“coverage” apparente. In base al “software” di allinea-

mento impiegato, le “reads” che si allineano ugualmente

bene a più siti possono essere assegnate in modo

casuale a tali siti o in alcuni casi possono essere scarta-

te. Con “software” per il “de novo assembly”, le “reads”

che mostrano allineamenti ambigui di norma non sono

considerate, generando gruppi multipli di “reads” allinea-

te (“contigs”), senza alcuna informazione su come sono

ordinati.

Sono stati sviluppati e resi disponibili per la comunità

scientifica un grande numero di programmi per l’allinea-

mento e l’“assembly”, la maggior parte dei quali utilizza il

sistema operativo Linux, mentre alcuni sono disponibili

per Windows. Molti richiedono un sistema operativo a

64-bit e possono usare “random access memory” (RAM)

≥16 MB e un’unità centrale di elaborazione (CPU) “multi-

core”. La quantità di dati, l’“hardware”, i pacchetti “soft-

ware” e le impostazioni portano i tempi di elaborazione

da pochi minuti a diverse ore, sottolineando la necessità

di una adeguata potenza di calcolo. Anche se sta cre-

scendo il numero di algoritmi disponibili per l’allineamen-

to e l’“assembly”, occorre valutare se sia preferibile la

velocità o l’accuratezza con cui sono valutati molti ma

non tutti i possibili allineamenti e cercare di trovare un

equilibrio tra allineamento ideale e efficienza computa-

zionale.

Le caratteristiche dei “software” per le piattaforme NGS

variano in base al tipo di applicazione e, in generale, pos-

sono includere allineamento, “de novo assembly”, visualiz-

zazione dell’allineamento e programmi per l’identificazione

di variazioni. Inoltre sono in fase di sviluppo alcuni stru-

menti per l’analisi statistica dei dati ottenuti tramite le piat-

taforme NGS (come JMP Genomics, SAS Institute).

Pacchetti “software” disponibili per l’allineamento e

l’“assembly” a una sequenza di riferimento includono

Zoom (71), MAQ (67), Mosaik (72), SOAP (73) e SHRiMP

(http://compbio.cs.toronto.edu/shrimp/), che consente l’a-

nalisi per la piattaforma SOLiD. Software per il “de novo

assembly” comprendono Edina (70) EULER-SR (74),

SHARCGS (75), SSAKE (69), Velvet (76) e SOAPdenovo

(http://soap.genomics.org.cn/). Un recente “software” com-

merciale per i processi di allineamento e il “de novo

assembly” include pacchetti forniti da DNAStar (www.dna-

star.com), SoftGenetics (www.softgenetics.com) e CLC bio

(www.clcbio.com), che consentono la visualizzazione dei

dati per la rappresentazione dell’allineamento delle

“reads”, dell’intensità di “coverage”, delle annotazioni

genomiche e delle analisi di variazioni. La Figura 6 mostra

alcuni esempi di come i dati derivanti da piattaforme NGS

possono essere visualizzati mediante l’impiego di 2 diffe-

renti “software”.

L’analisi dei dati ottenuti mediante la tecnologia RNA-

Seq rappresenta una sfida particolare e richiede l’allinea-

mento di sequenza sia a livello delle regioni dei trascritti

in cui è avvenuto lo “splicing”, sia a livello delle code di

poli(A). Tuttavia, il “software” attualmente in uso ha con-

sentito analisi approfondite, quali il riconoscimento di

sequenze “consensus” a livello delle giunzioni di “spli-

cing” e di regioni di giunzione introne-esone con un

basso “coverage” di allineamento (41). L’identificazione

delle diverse isoforme dei trascritti prevede la mappatu-

ra delle “reads” a giunzioni di “splicing” note e putative e

richiede che ogni isoforma sia supportata da “reads”

contenenti giunzioni di “splicing” indipendenti e multiple

con siti di inizio di trascrizione differenti (51). Il “software”

Erange è stato utilizzato per l’analisi del trascrittoma di

topo (43). Questo “software” mappa sia “reads” uniche ai

loro siti di origine genomica che “reads” che si allineano

a diversi siti, o “multireads”, che si allineano al sito di ori-

gine più probabile. “Reads” che non mappano a esoni

noti sono raggruppate in base all’omologia con interi

esoni o parti di esoni candidati. La natura semiproporzio-

nale dei dati relativi al trascrittoma derivanti da piattafor-

me NGS permette la quantificazione del RNA prodotto in

base al “coverage” dei dati assemblati e allineati. Per

quantificare i trascritti, Erange utilizza valori normalizzati

di “reads” uniche, in cui si sono verificati fenomeni di

“splicing”, e “multireads”. Per studi sui microRNA, inclu-

se analisi di struttura secondaria per brevi RNA a forci-

na, allineamenti a banche dati di microRNA noti e ricer-

che tramite piattaforme NGS per filamenti di microRNA

complementari, sono necessarie ulteriori considerazioni

analitiche, come riportato in studi per lo sviluppo di chic-

chi di riso (77) e di embrioni di pollo (78). 

L’applicazione della tecnologia ChIP-Seq ha portato

a metodi di analisi e “software” che sfruttano i vantaggi

del ChIP-in-chip e permettono di ottenere una quantità

maggiore di dati. La risoluzione a livello della singola

base consente una stima migliore della posizione del sito

di legame mediante l’uso di programmi quali QuEST (79)

e MACS (80). I dati allineati alle regioni di legame delle

proteine presentano tipicamente due picchi caratteristici,

ognuno dei quali è costituito o solo da “reads” senso

(“forward”) o antisenso (“reverse”). Questi picchi sono

dei marcatori distintivi dei corti frammenti di DNA immu-

noprecipitati ottenuti con la tecnologia ChIP-Seq, che

presentano un sito di legame vicino al centro e sono uti-

lizzati dal “software” per stimare la posizione del sito di

legame prossima alla posizione media del picco.

Caratteristiche addizionali del programma includono

innovazioni nelle analisi statistiche per minimizzare gli

errori nell’identificazione dei siti di legame e migliorare la

stima della probabilità di errore e l’analisi dei motivi. 
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Figura 6

Esempi di visualizzazione dei dati derivanti da piattaforme NGS ottenuti mediante l’impiego di 2 differenti “software”.
(A) Visualizzazione dei dati derivanti dalla piattaforma GS FLX, relativi al gene “cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”
(CFTR) (ATP-binding cassette sub-family C, member 7), mediante il software “Amplicon Variant Analyzer” (Roche). Il pannello in basso
mostra l’allineamento di 18/68 “reads” alla sequenza di riferimento (indicata in alto). La colonna evidenziata mostra la presenza nelle
“reads” di un polimorfismo (SNP) in eterozigosi. Inserzioni singole T/A, che non si allineano con la sequenza di riferimento, possono indi-
care degli errori. Il pannello in alto rappresenta la percentuale di variazione rispetto alla sequenza di riferimento (barre verticali) e il “cove-
rage” (“number of reads”). (B) Visualizzazione dei dati derivanti dalla piattaforma Illumina, relativi al Mycobacterium massiliense, median-
te il software DNAStar SeqMan Pro. Il pannello in basso mostra l’allineamento delle “reads” alla sequenza di riferimento, indicata in alto.
Le frecce a sinistra indicano l’orientamento della sequenza; sono visualizzate le basi identificate come differenti dalla sequenza di riferi-
mento (in rosso). Le tre colonne identiche (in rosso) visualizzano i presunti SNP. Le altre basi in rosso possono essere degli errori. Il pan-
nello in alto rappresenta il “coverage” delle “reads” con le posizioni dell’allineamento relativo indicate sopra il grafico. Per le informazio-
ni relative all’analisi del gene CFTR, effettuata su campioni residui di DNA non identificabili, vedere i “Ringraziamenti”.



PROSPETTIVE CLINICHE FUTURE 

Dall’impatto che le piattaforme NGS hanno avuto nel

campo della ricerca di base è possibile prevedere quale

potrà essere la loro applicabilità nella diagnostica mole-

colare. I temi chiave che dovranno essere affrontati in

questa fase di transizione includono la complessità delle

procedure tecniche, la robustezza, l’accuratezza e i

costi. Sulla base di tutte queste valutazioni, le piattafor-

me NGS trarranno il beneficio dall’ottimizzazione di un

processo in continua evoluzione, che include l’automa-

zione, il perfezionamento della chimica, la riduzione dei

costi e il miglioramento nella gestione dei dati.

Attualmente il costo per le analisi effettuate mediante le

piattaforme NGS risulta essere consistente in termini di

investimento per l’attrezzatura (da circa 600.000 dollari

per le piattaforme Roche 454 Life Sciences, Illumina e

Applied Biosystems SOLiD a 1,35 milioni di dollari per il

formato HeliScope) e nei reagenti per la reazione di

sequenziamento (da circa 3500-4500 dollari per le piat-

taforme Illumina, Applied Biosystems e Roche/454 a

18.000 dollari per il formato HeliScope). Tuttavia, il costo

per base è sostanzialmente inferiore rispetto a quello

richiesto dal sequenziamento col metodo Sanger e que-

sto dato, combinato all’enorme quantità di dati che sono

prodotti, rende facile capire perché centri per lo studio

del genoma, strutture di base e aziende con contratti di

sequenziamento abbiano prontamente adottato questa

nuova tecnologia. Considerazioni sul flusso di lavoro

includono il fatto che la preparazione di una libreria di

DNA stampo richiede passaggi multipli di biologia mole-

colare e, a seconda del tipo di piattaforma, 2-4 giorni per

essere completata. In aggiunta alle competenze di biolo-

gia molecolare, l’analisi dei dati comporta anche la

necessità di competenze di bioinformatica e la cono-

scenza del sistema operativo Linux. La possibilità per le

tecnologie NGS di effettuare analisi ad alta processività

può essere agevolata analizzando campioni multipli in

compartimenti separati della cella a flusso. Inoltre,

sequenze univoche di identificazione o “codici a barre”

possono essere legati ai singoli campioni, che possono

essere successivamente mescolati e sequenziati. Dopo

sequenziamento, le sequenze dei singoli campioni sono

dedotte sulla base della decodifica dei dati (81-83). 

Nei laboratori più grandi l’applicazione delle tecnolo-

gie NGS nella diagnostica clinica è nelle prime fasi di svi-

luppo e viene impiegata per studi che richiedono una

grande quantità di informazioni di sequenza, quantifica-

zioni relative e rilevazioni ad alta sensibilità. Esempi che

rispondono a questi criteri comprendono l’identificazio-

ne, precedentemente riportata, di mutazioni in cellule

tumorali derivanti dal circolo sanguigno o da biopsie.

Nell’ambito delle malattie mitocondriali, le tecnologie

NGS possono essere utilizzate per sequenziare l’intero

genoma mitocondriale di 16,5 Kb, determinare la per-

centuale di mutazioni eteroplasmiche e analizzare i geni

nucleari i cui i prodotti proteici influenzano il metabolismo

mitocondriale, il tutto in un’unica seduta analitica. Nel

laboratorio degli Autori è in corso il sequenziamento dei

genomi micobatterici come approccio per migliorare l’i-

dentificazione dei microorganismi e agevolare le indagi-

ni cliniche di tipo epidemiologico. E’ stata riportata l’iden-

tificazione della quasi-specie HIV e la sua relativa quan-

tificazione, incluso il fatto che questa possa essere utiliz-

zata per monitorare l’insorgenza di una resistenza al far-

maco (84). Per quanto riguarda la genetica umana, c’è

una necessità crescente di analizzare geni multipli che,

se mutati, portano alla manifestazione di fenotipi clinici

che si sovrappongono. Per esempio, nella patogenesi

della cardiomiopatia ipertrofica sono coinvolti 16 geni dif-

ferenti (85, 86). In tali contesti, per una diagnosi appro-

fondita, sarà necessario sequenziare più di 100.000-

200.000 bp. Per questo tipo di sfida tecnica, l’associazio-

ne delle piattaforme NGS ai metodi di arricchimento

genomico sopra descritti offrono un approccio promet-

tente.

Recentemente, i gruppi di ricerca di Y.M. Dennis Lo e

Stephen Quake hanno applicato le tecnologie NGS all’i-

dentificazione di aneuploidie cromosomiche fetali (87,

88). Studi precedenti avevano dimostrato che nel san-

gue materno durante la gravidanza, insieme ad acidi

nucleici (DNA e RNA) liberi di derivazione materna, sono

presenti acidi nucleici liberi di origine fetale. Sono stati

sviluppati diversi approcci analitici che utilizzano acidi

nucleici liberi fetali per determinare la presenza di aneu-

ploidie nel feto, inclusa l’analisi del mRNA placentare

derivante dai cromosomi di interesse (ad es. il cromoso-

ma 21) e la determinazione del dosaggio cromosomico

relativo di un gran numero di loci di interesse rispetto a

loci di riferimento mediante analisi di “PCR digitale” (89-

91). Definito il concetto di dosaggio cromosomico relati-

vo, i gruppi di Lo e Quake hanno mostrato, in maniera

indipendente, la fattibilità della trasformazione del DNA

libero nel plasma materno in una libreria di DNA stampo

per la piattaforma Illumina, successivamente sequenzia-

ta e mappata a una sequenza di riferimento di genoma

umano. La valutazione del numero delle “reads” che

mappano su ciascun cromosoma permette di definire il

dosaggio relativo di ogni cromosoma. Se fosse presente

un’aneuploidia nel feto, il numero delle “reads” che map-

pano sul cromosoma colpito dovrebbe essere statistica-

mente in eccesso nella serie dei dati analizzati. Questa

previsione è stata confermata per le gravidanze con tri-

somia 21, con ulteriori elementi di prova ottenuti per le

gravidanze con trisomia 18 e 13. Questi studi hanno

aperto una nuova strada per l’identificazione delle aneu-

ploidie fetali e forniscono un punto di partenza per l’ana-

lisi, in condizioni fisiologiche e fisiopatologiche, del DNA

libero nel circolo mediante piattaforme NGS.

TECNOLOGIE ALL’ORIZZONTE

Le nuove tecnologie di sequenziamento a singola

molecola, in fase di sviluppo, possono diminuire il tempo

di sequenziamento, ridurre i costi e semplificare la pre-

parazione del campione. Il sequenziamento-per-sintesi

in tempo reale è stato sviluppato da VisiGen

(http://www.visigenbio.com) e Pacific Biosciences

(http://www.pacificbiosciences.com). L’approccio intro-

dotto da VisiGen prevede l’utilizzo di una DNA polimera-
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si modificata con una molecola fluorescente, che funge

da “donatore”. La polimerasi, immobilizzata su una

superficie di una “slide” di vetro, catalizza l’estensione di

un nuovo filamento di DNA a partire dal “primer” ibridato

ai DNA stampo. I nucleotidi sono marcati con molecole

fluorescenti che fungono da “accettori” e durante l’incor-

porazione delle basi viene utilizzata energia luminosa

per eccitare la molecola “donatore” e dare origine al

fenomeno di “trasferimento di energia per risonanza”

[“fluorescence resonance energy transfer” (FRET)] tra la

polimerasi e i gruppi funzionali fluorescenti (accettori) dei

nucleotidi, che, essendo legati al gruppo fosfato in posi-

zione γ, vengono rilasciati durante la formazione del

legame fosfodiesterico. L’azienda prevede che la piatta-

forma sarà costituita da un “array” massivo e parallelo di

molecole di DNA polimerasi immobilizzate che consenti-

rà di generare 1 x 106 bp di sequenza al secondo.

Pacific Biosciences effettua un sequenziamento a

singola molecola in tempo reale che utilizza dNTP mar-

cati con molecole fluorescenti legate ai gruppi fosfato. Il

sequenziamento del DNA viene eseguito all’interno di

migliaia di pozzetti di reazione di 50-100 nm di diametro,

che sono fabbricati con una sottile pellicola di rivestimen-

to in metallo depositata su una struttura che indirizza le

onde elettromagnetiche nello spettro del visibile (“optical

waveguide”), costituita da un substrato solido trasparen-

te di biossido di silicio. Ogni pozzetto di reazione rappre-

senta una camera nanofotonica in cui solo la terza parte

inferiore è permeabile alla luce, producendo un volume

di rilevazione di circa 20 zeptolitri (20 x 10–21 L). I com-

plessi DNA polimerasi/DNA stampo sono immobilizzati

sul fondo dei pozzetti e sono aggiunti i dNTP marcati con

4 fluorocromi differenti. Poiché la DNA polimerasi incor-

pora i nucleotidi complementari, ogni base resta all’inter-

no del volume di rilevazione per 10 millisecondi, tempo

maggiore rispetto a quello necessario affinché un

nucleotide diffonda all’interno e all’esterno del volume di

rilevazione. L’eccitazione laser permette che gli eventi di

incorporazione che avvengono nei singoli pozzetti siano

acquisiti attraverso l’“optical waveguide” e la lunghezza

d’onda del segnale di fluorescenza rilevata corrisponde

all’incorporazione di un dNTP specifico. Per il sequenzia-

mento, Pacific Biosciences utilizza una DNA polimerasi

modificata del batteriofago phi29 (DNA polimerasi

phi29), da cui sono state potenziate le proprietà cineti-

che per il sistema di incorporazione dei dNTP marcati

con molecole fluorescenti legate a gruppi fosfato. Inoltre,

la DNA polimerasi phi29 è un enzima altamente proces-

sivo e con attività di scalzamento del filamento di DNA

(“strand-displacement”). Avvalendosi di queste proprietà,

Pacific Biosciences ha dimostrato come, utilizzando

come DNA stampo una molecola di DNA circolare a sin-

golo filamento, sia possibile sequenziare “reads” supe-

riori alle 4000 basi di lunghezza. In tale configurazione,

la DNA polimerasi phi29 effettua fasi multiple di sintesi

con “strand-displacement” di tutto il DNA stampo circola-

re. Il tasso medio di sintesi del DNA stampo è stato sti-

mato di circa 4 basi/s. Gli errori osservati, comprese

delezioni, inserzioni ed errate incorporazioni nucleotidi-

che, possono essere compensati tramite la generazione

di una sequenza “consensus” derivata da cicli multipli di

sequenziamento del DNA stampo. Sono in fase di svilup-

po ulteriori miglioramenti nella chimica e nella strumen-

tazione della piattaforma, che si prevede venga messa in

commercio nel 2010 (92-94).

Un sistema ancora più avveniristico è rappresentato

dal sequenziamento basato sul monitoraggio del pas-

saggio di molecole di DNA attraverso dei nanopori di 2-

5 nm o più di diametro. I nanopori vengono fabbricati

all’interno di membrane inorganiche (nanopori allo stato

solido), assemblando canali proteici in membrane lipidi-

che, o disposti in canali nanofluidici a base polimerica. In

alcuni formati, la corrente è applicata attraverso le mem-

brane dei nanopori per guidare la traslocazione di mole-

cole di DNA cariche negativamente attraverso i pori stes-

si, mentre vengono monitorati i cambiamenti nella con-

duttanza elettrica della membrana, misurati nell’ordine

dei picoampère. La NABsys (http://www.nabsys.com) si

sta dedicando a un approccio che associa la tecnologia

dei nanopori a quella del sequenziamento tramite ibrida-

zione in cui singole molecole di DNA stampo a singolo

filamento sono ibridate a una libreria di esameri di una

sequenza nota. Il DNA ibridato è interrogato attraverso

un nanoporo, in base ai differenti cambiamenti di corren-

te nelle regioni in cui gli esameri si sono appaiati. I risul-

tati di ibridazione vengono utilizzati per mappare le

regioni ibridate e determinarne le sequenze. Oxford

Nanopore Technologies (http://www.nanoporetech.com)

sta sviluppando un metodo di sequenziamento basato

sulla tecnologia dei nanopori, che utilizza un canale pro-

teico di α-emolisina in un doppio strato lipidico ricostitui-

to. I nanopori sono situati in pozzetti indipendenti di un

“array”, in cui sono introdotte singole molecole di DNA

che vengono progressivamente digerite tramite l’azione

di una esonucleasi. Le singole basi nucleotidiche rila-

sciate entrano nel nanoporo e alterano la corrente elet-

trica, creando un cambio di corrente caratteristico per

ciascuna base (95, 96). Anche se l’approccio è apparen-

temente futuristico, NHGRI sta stanziando notevoli finan-

ziamenti per sviluppare varie tecnologie basate sull’utiliz-

zo dei nanopori nell’ambito del programma che ha come

obiettivo il sequenziamento del genoma umano con un

costo pari a 1000 dollari. Per ulteriori informazioni relati-

ve alla tecnologia dei nanopori si consultino le rassegne

recentemente pubblicate (97, 98).

CONCLUSIONI

Negli ultimi anni abbiamo assistito alla comparsa

delle tecnologie NGS che condividono come caratteristi-

ca comune il sequenziamento massivo parallelo di mole-

cole di DNA amplificate clonalmente. Nel 2008 è stata

lanciata la prima piattaforma NGS basata sul sequenzia-

mento a singola molecola. Come prospettive future sono

in fase di studio tecnologie di sequenziamento a singola

molecola in tempo reale e approcci basati sulla tecnolo-

gia dei nanopori. Le piattaforme NGS hanno avuto un

impatto sostanziale sulla ricerca genomica di base in ter-

mini di analisi su vasta scala e fattibilità. Per i prossimi

anni è previsto un passaggio di tali piattaforme ad appli-
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cazioni di diagnostica clinica. Elementi essenziali per

rendere questa transizione possibile sono l’esigenza di

ottimizzare i processi, in particolare la fase di preparazio-

ne del campione, associata a miglioramenti nella robu-

stezza della tecnologia e nella caratterizzazione dell’ac-

curatezza attraverso studi di validazione. L’enorme quan-

tità di dati di sequenza generati rappresenteranno una

sfida bioinformatica per il laboratorio clinico. Oltre all’ela-

borazione dei dati, l’interpretazione dei risultati di sequen-

za richiederà una caratterizzazione ulteriore delle varia-

zioni genomiche presenti nelle regioni analizzate.

Sebbene il trasferimento delle piattaforme NGS alla dia-

gnostica clinica richieda ancora un lavoro notevole, le

applicazioni potenziali sono numerose ed entusiasmanti.
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