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🔍 Nella reazione di sequenziamento si utilizza un solo primer
🔍 Per ogni reazione si ottiene la sequenza di un solo filamento di DNA
📖  Per sequenziare un frammento di DNA bisogna conoscere la sequenza delle 
regioni fiancheggianti 
📝 I dNTP e i ddNTP (presenti in piccole quantità) sono in competizione per 
l’incorporazione nella catena in crescita. Questa competizione permette di 
ottenere reazioni parziali è sequenza
 

Si utilizzano ddNTP marcati con molecole 
fluorescenti e si prepara un’unica reazione

L’output è un elettroferogramma

Immagine 
Computerizzata 

dell’ elettroforesi



1. La sequenza da analizzare, amplificata con la PCR e denaturata, viene incubata
con la DNA polimerasi, ATP solforilasi, luciferasi e apirasi e ai substrati
adenosinsolfofosfato (ASP) e luciferina.

2. La DNA polimerasi catalizza l'aggiunta di tale base solo se è complementare con il
residuo del templato. In tal caso si ha concomitante liberazione di pirofosfato
inorganico Ppi

3. Il Ppi viene trasformato in ATP, ad opera della solforilasi e usando l'ASP come 
substrato. L'ATP ottenuto consente la conversione della luciferina ad ossiluciferina
ad opera della luciferasi con produzione di un segnale luminoso che viene rilevato da 
un'apposita camera fotosensibile (CCD).

4. L'enzima apirasi degrada i dNTPs non incorporati e l'ATP prodotto dalla solforilasi.

polimerasi
(DNA)n+ dNTP (DNA)n+1+ Ppi

ATP solforilasi
ASP + PPi ATP + Si

Luciferasi
ATP+ luciferin + O2 light+AMP+PPi+oxyluciferin

Si basa sulla rilevazione del pirofosfato rilasciato dall’incorporazione di un
nucleotide durante la sintesi del DNA



🔓Solo quando la degradazione è terminata si aggiunge un secondo dNTP per far 
progredire la reazione di polimerizzazione (ritornando allo step 1)
🔎 Si aggiungono ciclicamente tutti e 4 i d(NTP) fino alla deduzione completa della 
sequenza

Il segnale luminoso viene 
registrato in un "pirogramma". Il 
segnale è proporzionale all'ATP 
prodotto e quindi al nucleotide 
inglobato.

Non si utilizza l'ATP come dNTP
per non confondere  se il segnale 
rilevato proviene da una corretta 
incorporazione del nucleotide o 
dall'attività intrinseca dell'ATP. Si 
utilizza in alternativa 
l'adenosina-tio-trifosfato, che è
riconosciuta dalla DNA polimerasi 
come se fosse ATP, ma non dalla 
luciferasi.



Un picco di intensità doppia, ad
esempio, rileva che nello stesso ciclo
sono stati inglobati 2 dNTP (ripetizione
della stessa base sul templato).
Viceversa un segnale nullo indica che
il dNTP aggiunto in quel ciclo non è
complementare.

LIMITE: sequenziamento di 
frammenti relativamente corti, max
800 basi, ma consigliati 300 basi.



* In pratica in FFPE
1. Amplificazione con primer biotinilati e rilevazione dei prodotti su un gel di 

agarosio.
2. Immobilizzazione degli ampliconi su beads di sefarosio
3. Preparazione del DNA ss e appaiamento al primer per  la sequenza
4. Caricamento dei campioni e corsa.



Marisa Pearce,  Amy Cullinan,  Grant Hogg,  Dana Hosseini &  Mathias Ehrich
Nature Methods 6, doi:10.1038/nmeth.f.254

1. Amplificazione PCR che 
include il sito di mutazione. 

2. MassEXTEND reazione 
specifica di “primer extension” 
adiacente al sito d’ineteresse

3. MALDI-TOF per rilevare le 
differenze in massa



J Mol Diagn. 2005 November; 7(5): 623–630.

Il primer per l’extension è adiacente allo SNP 
o mutazione. 
Oltre al primer di extension sono visibili i 
prodotti di estensione per i 2 SNP o (mutato, 
non mutato)
Rilevazione in real-time con il software 
dedicato.

Per massimizzare la 
differenza di massa 
e quindi la detection





Resource

Genomic Classification of Cutaneous Melanoma

Graphical Abstract

Highlights
d Represents the largest integrative analysis of cutaneous

melanoma (331 patients)

d Establishes a framework for melanoma genomic

classification: BRAF, RAS, NF1, and Triple-WT

d Identifies additional subtypes that may benefit from MAPK-

and RTK-targeted therapies

d Multi-dimensional analyses identify immune signatures

associated with improved survival
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In Brief
An integrative analysis of cutaneous

melanomas establishes a framework for

genomic classification into four subtypes

that can guide clinical decision-making

for targeted therapies. A subset of each of

the genomic classes expresses

considerable immune infiltration markers

that are associated with improved

survival, with potential implications for

immunotherapy.
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Sequencing Principles
• Sequencing by Synthesis

– Sanger/Dideoxy chain termination (Life Technologies, Applied 
Biosystems)

– Pyrosequencing (Roche/454)
– Reversible terminator (Illumina )
– Ion torrent (Life Technologies)
– Zero Mode Waveguide (Pacific Biosciences)    3rd generation 

sequencing
• Sequencing by Oligo Ligation Detection

– SOLiD (Applied Biosystems)
• Direct reading of DNA sequence

– Nanopore sequencing                                   3rd generation 
sequencing

– Electron microscope                                     3rd generation 
sequencing


