
Next Generation Sequencing



..o sequenziamento massivo del DNA

..o sequenziamento ad alta resa del DNA

Il termine indica un insieme di tecnologie che, 
oggi, consente di sequenziare fino a 2-3 

miliardi di frammenti di DNA 
(“Illumina HiSeq XTen”) 

SIMULTANEAMENTE.



NGS
Sequencing

(Illumina 
HiSeqX) 

3 days 150nt 2-3 billions circa 1Tb 0,007$ 

Capillary 
Sequencing
(ABI3730xl) 

20’-3h 400-900nt 96-384 circa 200Kb 2.400$ 

Cioè:
circa una sessione di prova per 10 genomi umani (circa 1000dollari/genoma, coverage 30X) 
contro 15000 sessioni di prova per 1 genoma umano (circa 10milioni di dollari/genoma)! 





James Watson!
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«next next» generation sequencing……





In fase di preparazione del campione, 
“amplificazione clonale” eseguita su supporto solido:

 l’immobilizzazione del DNA “stampo” su supporti come 
“beads” o “flow cell” consente di condurre, 

parallelamente, milioni/miliardi di reazioni di sequenza



Sanger sequencing Sanger sequencing Sanger sequencing Sanger sequencing Sanger sequencing Sanger sequencing Sanger sequencing Sanger sequencing Sanger sequencing Sanger sequencing 

workflowworkflowworkflowworkflowworkflowworkflowworkflowworkflowworkflowworkflow

one fragment per well

one capillary per fragment



EMULSION PCR
arricchimento della libreria di frammenti da sequenziare 



BRIDGE PCR
arricchimento della libreria di frammenti da sequenziare 



Sequenziamento della libreria 
mediante aggiunta di 

singole specie nucleotiche 
(Single Nucleotide Addition)



Sequenziamento della libreria 
mediante aggiunta di 
nucleotidi “bloccati”  

(Cyclic Reversible Termination)
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