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"Base Caller" elabora i dati
registrati dal sequenziatore e |i
rende in forma leggibile.
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Elettroferogramma ﬁ

Presenta in formato sia testuale
che grafico i dati della sequenza
assegnando anche un valore Q

ad ogni chiamata.
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Il QV assegna un valore di attendibilita mostragocadlori
e ampiezza delle colonne ad ogni singola chiamé&tacta
all’utente I'interpretazione del risultato.
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Allineamento delle due sequenze ottenute dai daménti .
di DNA complementari
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| requisiti piu importanti del campione per un buon '
seqguenziamento
1 Amplificato puro (no aspecifici di PCR)
M) 0 01 02 03 04 ‘ In alcuni casi si
I: _ puo purificare
Nonspecific amplification

da tagliando la

banda da gel.
..

-

L8 r :
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4
. Altrimenti nel tubo di
reazione avvengono due
sequenziamenti
contemporaneamente e
non si puo assegnare la
chiamata all’'uno o
all’altro amplificato.
Sequenza illeggibile.
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| requisiti piu importanti del campione '
2 Buona quantificazione dell’amplificato

Troppo DNA

stampoconsumo dei
reagenti (primers e
nucleotidi) nei primi
cicli di reazione... la
seguenza e troncata.

Poco DNA stampo...
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Sequenziamento automatico con metodo
Sanger r

Estrazione di DNA (dipende dalla matrice).

PCR

¢ Purificazione del campione di DNA (per eliminare Sali,
nucleotidi liberi, ma soprattutto residui dei primers usati
per I'amplificazione), a volte é necessario purificare la
banda di DNA dal gel di agarosio.

¢ Quantificazione (la quantita di DNA da usare per il Cycle
seq. e un fattore critico).

¢ Cycle Sequencing (2 sequenziamenti.. per i due filamenti
di DNA del campione per ottenere una sequenza
“consensus”).

¢ Purificazione dei prodotti di cycle sequencing (per
eliminare i sali ma soprattutto i fluorocromi “liberi®).

¢ Elettroforesi capillare.

¢ Analisi dei dati (software e banche dati).
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Pirosequenziamento: un idea per sequenziare DNZasen
elettroforesi su gel

Sfrutta la chimica della reazione della DNA polis&rper evidenziare
I'incorporazione di un nucleotide attraverso il potid pirofosfato.
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Pirosequenziamento
*Ad ogni incorporazione di un nucleotide si liberapurofosfato (RO.*).

*ll pirofosfato e coinvolto in una cascata enzimatica porta all’emissione di
luce.
*In presenza di un primer e di DNA polimerasi (chenmpora i nucleotidi
usando come stampo il filamento complementare), elplesssomministrare al
campione un solo nucleotide per volta separatam&@&T) e leggere quindi
I'emissione di luce in questi quattro momenti diversi.
*Si determina cosi I'esatta sequenza del flamentgtensione (pirogramma)
*Nel caso di nucleotidi ripetuti (ad es. AATTT...) I'essione di luce sara
pressoche proporzionale al n di pirofosfati libergtiiidi emissione di luce
tripla se si incorporano tre T).

¥ «Il meccanismo viene ripetuto fino alla determinaeialella sequenza

necessaria (max 80 nucleotidi...)
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Pirogramma Genotipizzazione CPV
attraverso sequenza di una tripletta

300
250
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150

genotipo “2a” AAT (Asn)

4DD ....................................................................................................................................
genotipo “2b” GAT (Asp)

genotipo “2¢” GAA (Glu)

E 5 A T: C G A T C G A T C G .
5 10
;] Fa
mcachee o ——————
Te— Stansion

Figura 2: dall'alto in basso sono riportati i profili di geenza ottenuti per i tre genotipi. La sequenzéisfiensazione (3XxATCG) e riportata subito sotts@ia pirogramma mentre la sequenza nucleotidica
rilevata e evidenziata in nero.
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Comparazione metodi Sequenziamento '

Table 2: Comparison of different sequencing technologies
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{Ton semi-
conductor)

Sequencing
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Parameters

(Pyrosequencing)

Iuming
(Sequencing by
synthesis)
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Metodi sequenziamento generazione 2 l

Next-generation D
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Metodi sequenziamento generazione 2

NGS con pre-amplificazione (Pyrosequencing 454miha, Solid, lon
Torrent...)
ro
- .
Principi di base comuni

1.Frammentazione del DNA in milioni di sequenzge&or
2.Immobilizzazione di questi frammenti su sferaichip.
3.Amplificazione per preparare la library da sequae (PCR
emulsione, Bridge PCR)
4.0ttenimento di milioni di piccole sequenze |lait@yolarmente

¥ con sistemi chimico-fisici diversi, che sarannocassivamente
assemblate e "ripulite” con software e conoscedeguati. -
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482 45 10655 1]
1028 BE 10562 o
46 FO 10177 1]
1443 365 9746 ]
409 54 336 1]
422 61 8856 n
816 43 aran o
241 G4 8631 n
3952 50 8628 ]
1725 53 8587 n
545 423 8516 ]
3996 3498 8436 n
2283 T 84272 1]
202 449 8175 o
1T g1 2106 1]
2567 149 goz1 ]
1027 108 7agz 1]
518 139 7920 n
26320 T4 7933 0 k=
4703 AR TTRA n ™

Bioinformatica
la parte piu importante dei sequenziamenti NGS e
I'allineamento di milioni di piccole sequenze peeare sequenze lunghe e
continue

|5 welwet asm-large.afg - Tablet - xc.30c o000

e e P e e
“‘\..'U | 8149 | consensus length: B33 (B33) | reads: 11,142 | featuresrﬂi Memory usage: 1069.85 MB (5) |

| Home |
Ly v | £ Broim @ < Page Len lels
Open Import '_l ¥ ‘i Wariants: O % Page Right
Assembly Features s M S Jump to Base '._-llEI =]
| Laynout Styla Adjust | Mavigate | Optians |

| Features 0y |
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Contig | Length | Rea.. v | Featur..| |
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a
o
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Filter by: | Mame
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Tablet Tip: Position data is often supplemented with L (unpadded position and CY (read c:'u:w‘e'rsiga'at-that.position} values
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Next Generation Sequencing

Applicazioni:

Sequenziamento di interi genomi
De Novo Sequencing (DNA sconosciuti)

Trascrittomica : Sequenziamento di tutto 'mkRNA

Metagenomica
Altro...
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Perche il sequenziamento su capillare e ancora iletodo piu
Importante

1.1l sequenziamento su capillare e ancora la meaquiu
affidabile nell’accuratezza delle chiamate (>99®%@ccuratezza,
ancora superiore al’NGS). In pubblicazioni ancheenti dove si
e fatto uso di NGS per identificare SNP su vas#assi e
proceduto alla conferma di quelli ritenuti di irdese con
sequenziamento Sanger su capillare.

® 1.Lunghezza delle sequenze fino a 900 nucleotshza quindi
dover procedere a successivi assemblaggi di puesee) .

1.Evoluzione dell’automazione con sequenziatorhare 96
capillari (noi abbiamo un 8 capillari).
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Perche il sequenziamento su capillare e ancora iletodo piu
Importante
4.In diagnostica clinica dove si lavora su sequehz®NA note
come prodotti di PCR diagnostiche, e un metodad@agi
conferma del risultato o di caratterizzazione @ghpione.

4.Un sequenziatore a capillare viene utilizzatcharmer altre

analisi come analisi dei frammenti in forense éslisi di

paternita o identificazione individuo) o analisllsisingole

mutazioni puntiformi SNP (es. primer extension) ed&cniche
¥ NGS sarebbero inappropriagecomunque meno affidabili.

4.Geni particolarmente informativi possono essarnpldicati e
sequenziati, per risalire ad esempio alla speaienae o
tipizzare un batterio ottenere dati per una filogenesi.



Flessibilita del sequenziatore a capillare
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Microsatelliti (Forense) analisi
frammenti per diagnosi molecolari
malattie genetiche
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AATTCGATGAATTACAATT
T AACCACTCGACT
TAGTTACTCCATA ATC
CGGTCAAGGTTAGTCTTAC

CTCLATTENZIONE GGTAC
CTAGGTTATAGAATTCAGT
ACCG




