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�!�#� �0�� 5��#+� ���5�  �((�#���� �//#��%0�+� �� � ��%0�� ���+� 0�!�� 2���� ��/$�5� � ��� "��� ��+�"0��

"�����%� �����(�(���$5��� �/������+��	0��(�#+���//# ��%0�(�#�"�����%�+�� ��+��� �"���� �+%�!�#5�<�+�

�0��$��4�"�����$5+�+=�2������2���((�%��������#����# � �$�#"��(���$5��#�$�#"�����2�#+��(�/������+�+0�#�� "�

�0��+���� �+��+��/0����5/����

	0�� � !���� �(�+�����%��"� ��%0��$�"5��� �� �0�� "����� %� ���$5+�+���#��0�� 5�2���+��$$����<�+� �����

%��+����"� �� � ���� %�+�� �((�%��!�� <0��� �� $�#"�� ���2� #� �(� "���+� ��� � � ��� 2�� +%#���� � =� (�#�

�>��/$�� ���%�+�� �(�  �+��+�+�<��0� ��4��<�� "�����%�0� ��#�"�����5� �+� �0�� ���#���+%�$�#�  �+�# �#+�

?���+@���

	0��0�"0��0#��"0/�����$�%�$�#� ��"��+��%+����$+�+�% 0��+�
��/�#���!��,�����%�752#� ��������?
,7@�

�� ���>��,���#������������%��"�?�,�@���%0��$�"5��#� �%0��"��"��� �%�$�"�����%+�25��%%�$�#����"�

��<� �+��+��%��+��"���������+� �+%�!�#5A��0�+�� ��%0 �����+�%��$ � ���2$�� ���%4=�#�$��2$�� �� �%�+�6

�((�%��!�����$5+�+��(�����#��+�����"���+����/�#�$$� $��

	0���,�����0� +�/#���+�����+/�� ��/��0�� �+%�!�#5�� (��0��"�����%�%��+�+��(� �+��+�+�2��0�����0��

#�+��#%0��� ��0��%$���%�$�+�����"��

9��/�#(�#�� �<0�$���>����+�����%��"����$5+�+�?9��@� �0#��"0��,����%0��$�"5������(���$5�<��0���

���0$��� /0����5/�� ?��@� �#/0��� �(� ��������+� ��� 
�.-� � "���+� �� � �� %��0�#�� �(� /������+�<��0� ��

%$���%�$� ��"��+�+��(��5�(�2#�$$�#��5�/��05�?�:�@��

9��/�#(�#�� ��0��$��4�"�����$5+�+�������(���$5A��0� �$��4�"��#�"���+�� ����(�� �<�#���+� ��+�(�$��#+�

���9������/��� �����9��+�$�%�� �(��#�%��/�����+�?�< ���((�%�� ��� ��<�����((�%�� @��(��0�+�(���$5�

�� � /�#(�#�� � 90�$�� �>���� ������%��"� 25� �$$������ ,� ���� /$��(�#�� �2������"� �� (�<� %�� � ����

"���+��

��"�# ��"� �0�� �:�+� /������+=� <�� � ����(�� � �� $�#"�� #��##��"�����+� ��� $������� �$/0�� &� ?.���&@�

"���� �0#��"0� 
,7A�<0�$�� 9��� � ����(�� � +��$$� !�#��� ���+� ��� (�!�� /������+B� ��������+� ��� �� 4��<��

"���=��� ��<��!�#������+�����<����!�$�"���+�/#�!��� +$5���#�/�#�� ��+���!�$!� �����:�+����
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(���� ��������#����(�#��������"�����%0���.C���$�+��  ��$��4�"��D�+�����$��/#�������� �%�����$�������/�# �

� ����(�%�#�����!��"���6��$�����=������!������+���� �%��%����%�++���� ����/���(���"$����� ���������#��

�$�!���� ��%�+��+/�#� �%���

.8�!!����� �$$����%��$�"��� ��+��������������0��#�+ ��$8���$�+��"�����%��/�E�����""�!�$�=�������/��

 �����$�+����%�+���#�����!���������!����$�!���=�+�/ #����������$$C�� �"���� ��/���$�"���� ��$�!����

���#�"�����F�"�����%��%����$��/���$�"������#���+%�$ �#��?���@��

������+����$����������+��+����++�#!�� ������#�!�$�� �������$$��"�����%���� �%��+��� �$�/����� ��!�+���

 ��"��+��%��%0�� ��#�%�#%��+%�����(�%���//$�%�����$ $C� ����(�%������� �����!��"���6��$�����=�"#������$ $��

+%�/�#��� ��+�#�������� ��$�!�����((�%���������$��$ C�2#� �������"�����%��%��/�#���!��?
,7@����$�

+�������������� �����!��"���#�������?�,�@A�#�/� ��F =��((� �2�$��F���%�+���$��������+������!����""��

/�%�$��#�� �����+�����%��%0��%0��/��#�22�#��%��+��� �#��$C���$�+�����/�#�$$�$�� ������#�+��"����

�++�%������������

������+�����+��!����� �+%#�����$C���$�+�� �$$C����# ���+����?9��@��� ��������%��$�"����,�=��//$�%����

� �����(���"$���%���(�����/�����0$���?��@=�+������� ������������"����%�##�$�����$$��/���$�"��=���� �

����%��#��� ��/��������%��� ��"��+��%$���%�� �����/ ��������(�2#�$$�#��?�:�@���

.��(���"$������D�+�����+�� ����� �//#������ ������� ��$�+�� ��$��4�"�=��+����������+�%�� ����������

%����(�$�#��/�#�$C���$�+�� ��� ���=������+�"������� ������#���� �!� ���+�$���������? ����((������� ���+ ���@�D�

+��������$�������������$C�+�����#������$��/�����(�# ����,���$$������,������G��+���+��������

 C�� �"����0��/�#��++��$C� ����(�%������� �����$��� ���������#�� ��"����%�� � ������

����/���������:�=���!�%�=����/#����#�+�$������%$��� ����%��%�#���$C� ����(�%������=��� ������
,7=� ��

���#��##��"�������� �$�����#�� ��%�/�����$�"����.�� �&�?$���������$(��&@A�����#��$C�//$�%�������

 �$$����%��$�"����,��0��/�#��++��$�� ���#����������  ��������������%�#�%�� �����"����������++�#��

�++�%������$$�����/������� ��!�#����������%�#�%�� � � ���"����%���!�$���������%%���+��� ��%���#�������� �

#�"���#���������+%�$�#�=��������/#�%� �����������++ �%������$$��/���$�"����� �
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��"$�� �$����� +�++����� ����� +�� D� �++�#!���� ��� ����!� $�� ��%#�������  �$$�� %���+%����� #�"��# ����� �$�

"������ ������ ���$�%� �%��"�����%�=�%0��+/������� �$ $��+%�/�#��� �$$��+�#����#�� �$����� ��$��;�*�

(�����$$��/�22$�%������� �$$��/#����2����� �$�"���� ����������$�&33��?.�� �#�����$��&33�=�-����#�

����$��&33�@��

�$� +�������������� ���"�#� ?���"�#� ��� �$�� �;))@=� ���� � ��%0�� %���� +��������������  �� /#����

"���#������=� D� +����� �$� ���� �� ���$������� /�#� +���� ����#�� �$� "������ �$$C����#���  �$� /#�"�����

H,������ �����I� /�#��� �� �$$C����#�� +�������� "�����% �� ��$� &33*=�  �/�� �*� �����  �$$C�������  �$�

/#�"�����%������%�+��� ��*�2�$����� �� �$$�#�����$� %���#�2���� ���� �!�#+�����������

.�� #��$����������  �$� /#�"����� H,������ �����I� 0�� �!� ��� �+���� /�+���!�� ���� +�$�� "#����� �$$��

����!������� +%�����(�%0�� ��$�%��/��  �$$��2��$�"��� � �� ��%0�� �$$�� ��/$������������ ��(�#����%0��%0��

0�����/�#����� �$$��+!�$�//�� ��%�$%�$���#��� � �$��� �((�%�������.C�!�$���������� /�#�$$�$$�� �� ���+��� � ��

+����#�� 0��%��+������� $C�!!�����  �� /�����(�#��� /�#� �$�+��������������  �� ���!�� "���#������� ?�,�@�

/�E��((�%������� ��%�����%0���

�""�� %��� ���+��� ���!�� ��%��$�"��� �$� "������ ������ /� J� �++�#�� +����������� %��� +�$��  ��%�� ��$��

 �$$�#�� ��� ��� ���/��+�������  �� �#�� ��+��?��%4��� � � ����%4�&3��@=������!���%�+��� �� ���/��!��"����

(�#��������#� ��������$����� ��+�$��$��#�"�����%� � (�%����������+������$C�+����%�##�+/�� ��+�$�������

�$$C�K� �$$C����#��"�����=���$$��/���$�"�������"��� %0��$C1�K� �$$������������%��+���!��+��/�++����

� ����(�%�#��+��������� ��"$���+������$��#�"������ ��++��(���%0�""������?���+������� ���+%0�&33*@��

G��+��� /#�+�//�+��� #�%0�� �#�22�=� ��� (����  �� � ���� (�%�#�� ��� ���!�� "���� ��$�����=� /�#� ���

+��������������  �� ��/�� ���"�#=� $�� %���+%�����  �� "�� �� ��#"��� /�#� $��  ��"��+��%�� �� ���� +�#�����

����#��  �� "���� %�� � ����� .�� ��%��$�"���  �� +������� �������  �$$C�+���� �� ������ �,�� 25/�++��

���#��2�� ���+��� ��%�++��F� %����#�� �� �� /�#������ �� �$� +��������������  �$$C����#�� �+����

?������!������$��&3�3@��
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.��/#����/�����(�#����,��� ����#�#����$���#%������$ �&33�=��$�
�
���%0�=� �#�!�� �$$��%��!�#"�����

 �� ������� �%0��"�F�/#�%� ���������� �+%#����B���C ��/$�(�%������� �$����������%#�6%��/�#���������

?	�<(�4��� �,#�((��0+=��;;1@����$�+��������������2� +����+�$$����+�#������� �$�/�#�(�+(����#�$�+%�����

 �#�����$��+����+�� �$$����$�%�$��?�5#�������$���;; *@��

��%%�+�!�������$C�""��#����������$C�!�$������� ���� �!������ �%0��0�����#� ������$�#��/�����(�#���

�,�=�������%�#����#������� �� �����/�#������(�+�B�� ���+��/�H2��$�"�%�I=�%0��!�� �$$��/#�/�#������� �$�
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Fig. 1: schema illustrativo delle metodiche di sequenziamento.�
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Fig. 2: rappresentazione dei nucleotidi marcati utilizzati nel sequenziamento per terminazione 
reversibile. La struttura in rosso evidenzia i gruppi funzionali responsabili della terminazione 
della sintesi. Le freccie indicano il sito di taglio che separa il fluorocromo dal resto del nucleotide. 
La struttura in blu indica il gruppo funzionale che dopo il taglio viene attaccato dal nucleotide 
successivo. (Metzker 2009). 
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Fig. 3: sequenziamento per terminazione reversibile basato su acquisizione a 4 colori (Illumina) o ad un 
colore (Helicos) (Metzker 2009). 
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Fig. 4: sequenziamento per ligazione specifico della piattaforma Solid dell’Applied Biosystem. 

 




��
�


�  �$� /�#�+��������������� L� ���� ��%��%�� 2�+���� +�$$�� # �$�!�������  �$� /�#�(�+(���� ?''�@�

#�$�+%�����  �#����� $�� +����+��  �$� ����� �$� ''�� #�$�+ %�����  �/�� $C��%�#/�#�������  �� ���

��%$���� ��!�����%��!�#���������	'�/�#��/�#�� �$$�� �	'�+�$(�#�$�+������$����� ��$��(����� ��

���#"��� %�+M� /#� ����� $�� $�%�(�#�+�=� /#�+����� ��$$� � #��������  �� +�������=� "���#�� ���

+�"��$�� $�����+%������ ���� !�� D� ����  �((�#�����  �� +� "��$�� ����++�� �#�� �� �����#��

��%$���� ��������+���!��"��������++����$�+��������� �#�����($�++��+�/�#����+�"����� ��%�%$��

 ��$�!�""���/�#��$�����#�����$$��������%�#/�#����?: �"���@�?����"0��&33�@��

G��+��� ��%��$�"��=� %���� "�F� %�����=� D� +����� $�� /#�� �� � � �++�#�� ����++�� ��$� ��#%����

�%%�//��� ���$�/�#�+����������������C���/$�(�%����� ���� ������ '
��������$+������ �D�

%�#����#�+��%�� �$$��/�����(�#���
�
���%0���

�

�

Fig. 5: Rappresentazione della metodica del pirosequenziamento.   
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Fig. 6: rappresentazione grafica del sequenziamento per semiconduzione (Rothberg et al. 2011) 

�

�

�

�

�




��
�

��*����.����������	���,��

�

.�� ��$��  ��  ���� /#� �����  �$$�� /�����(�#��� �,�� +�� % �$$�%�� ��$$C�# ����  �$$�� 	�#�25��� ?	�@=�

#�//#�+����� ������ �((�%�$�F�/�#�$C���$�+����$��+� �%%�""��� ��� �����

�� +�(�<�#��  �� ���$�+��  �((�#�+%���� ��� 2�+�� �$$�� ��% ��$�"��� �,�� ���$������� ��$� +�������������=� ���

+�"��������������+�+����� ��H/�/�$���I� �����$�+�� ��� ����%0��0���$�%��/���� ��%��!�#��#��$������"��� �

 ��$�����+%����� �� ($��#�+%����� �%���+���� ���+������ �� ��%$���� �%0��?H#�� +I@�� �� ���+��� /#�%�++�=�

 �(������H2�+��%�$$��"I=�+�"���$C�++�"��������  �� �� � /����""���  �� ���$��F�?H���$��5�+%�#�I@���%��+%���

��%$���� �=�%0���� �%��$��/#�2�2�$��F� ���##�#��� � �++���++�%������

��H���$��5�+%�#�I�%�+�����+%���������/�#������+�#�� �����/�#��$�����#�� �$�/#�%�++�� �����$�+��2�+����

H#�� +I� %0�� ���� +�/�#���� �� /�#����#�� �//�#����=� ��" $��#�� �� ��� ��$� �� �� $C�%%�#�������  �$$��

H/�/�$���I�+�%�++�!�=� �!!�#��$C�$$����������  �$$��+ �������� ���������%���+��������  ��#�(�#������� ��

$C������������ ��2�+��!�#������?H!�#�����%�$$+I@�?. ������$��&331@��

'�#� ��C� �"����� �((�%������ $�� H/�/�$���I�  �� �$$���� ������ ��%�++����  �� H#�� +I� +�/�#��#�� �� *3� 2/B�

��(�����+�$�������$�;3K� �$�"������������/�J��++�#� ��$$������������ �����!�%��%���#�� +� ��*3�2/�

?90���(�# �����$��&33�@������$�#��$������/�#�$C�$$� ���������D�#�//#�+������� �$$��+��������#�/�����=�

$��%���+�$�������%��+�����$$C�++�"�������� �$$��H#� � +I� ��+��������#�/��������/�+���������$��/$����$�

"������ ��#�(�#��������//�#�����$$��%#�������� ��$� %����?H"�/+I@���$$C�$$�����������

�� ��++��  �� �##�#�� �++�%����� �$$�� ��%��$�"���  �� ���! �� "���#������� +��2#���� ��""��#�� #�+/����� �$$��

�#� ������$�� ���� �%�� ���"�#A� �����!��� $C�%%�#����� ��  �$� +�������������� ��$$�� /�����(�#��� �,��D�

�++�%�#����  �� ���� $����#�� #�/������ �� ��++�!��  �� �"� �� (#�������� "���%�=� %0��  ���#����� $��

H%�/�#��#�I�  �$� "������ ?H%�!�#�"�I@=�  ���� �//�����  �$$�� +�����  �$$�� H#�� +I� +�!#�//�+��� %0��

%�/#�����$�"�������

��%0�� ���+�C�$����� /�#����#�� #�//#�+����� ��� (����#� � �++�����$�� ��$$C���$�+�=� ��� ������� ���

H%�!�#�"�I� ���� � �"�����?��� "���#�$�� �� �%����%��� ! �$�#�� ��(�#��#�� ��&36�3� !�$��� ���#�$������� �$$��

/�����(�#��� ���$������@� /�J�  ���#����#��$�� /#�+���� �  �� (�$+�� ��"���!�=� /�#�%��/����� ���#���"���=� ��$�

#�$�!������� �������((����!��!�#����������%$���� �% ��?90��$�#�����$��&331@��

�$� ��#�����  �$� /#�%�++�� �� ������������  �$$�� !�#��� ��=�$�� ��$���� ����  �� !�#�������� � ����(�%����+����

+�""������$$C�//$�%������� ��!�#��(�$�#��!�$�����#�  �##���$�����#�� ��%�� � �������(�$�#��/�E�%������� ����

�+����+��2�+����+�B�

6 �� �$$�� ���#� ���#���F�?����+���%�NO6$��4� A� ���� ����N#�%�++�!�@=�

6 %�� �!�+����� ��!�#���������"��$�����(���"$���2���% �#����#�������

6 %�� �!�+����� ��"����%�$/���� �� �!�#+��!�#�������� /�#�%�+������#�$�����




��
�

6 #��������� �� �����  �� !�#������ "�F� ����� �� ������ $C�+ ��  ��  ���2�+�� /�22$�%��? 2��'+A� �333�

"�����@�

6 (�%�$���������� ��� 2�+�� �$$�� /�������$��  ����+��F�  � $$�� !�#�������� ?���� +��+�=� ��++��+�=�

!�#�������� ���+���� ��+/$�%��"�����+�#�������� �$� ������%0���$��#����$��%�#��%�� ��$����#�@�

6 /#� �������  �"$�� �((����� (�������$��  �$$�� !�#������ �� �� ������$C�+��  ��+�#�������2����(�#����%��

���+�$�%��%������:	=�'�.P'7��=�����-����

�

��
�-��	�,,����..��	�
��.�,����,��

�

����+������ ����  �%����� /#�%� �����$��+!�$�//��  �$$� � ���� �%�� ���"�#� �22��� /�#����� ��"$��#�������

��$$�� %0���%�=� ��$$C������������ �� ��$$�� �������#��� �������  �$� /#�%�++�=� ���� D� +����� �� ���� +�#F�

/�++�2�$������22�++������� ���%�+���������������� � $$��/#� ������� �� ���� ��+�������������=�/�#�

%���$C����!�������$�"�����$$C�!!����� �$$����%��$�" ����,��0���((�#�������!�$��!����""���

.C��%#�������  ��!�$���� �� ����/#� ����� ��$��#� ��� ����  ���%�+��� �++�%����� �$$�� /�����(�#��� �,��D�$��

%��+�"������ ���#��(����#�B�

�6 ��$��� ��"$����N��$�����  �� #��������  �� +�������� /�++ ���� �++�#�� %�� ����� ��� /�#�$$�$$��

+�/�#�� �� �$� $������  �$$�� �6;�� #�������� /�++�2�$�� % ��� �� �#� ������$�� ��%%0���#��  ��

+���������������

&6 �$�%$���""�����$C��/$�(�%������� �$�(#�������� ���� ��#�+�$����=���$$�����!����%��$�"��=�����

��%�++�#����%��/$������������������������$$C����#�� � �$$��/�����(�#���

*6 ����$�#��!����""��� �$�+����������������++�!�����/� #�$$�$��D�$��%�/�%��F� ��#�$�!�#��%����$���

�%%�#������� $C�$$�$�� ����#�=� %0�� +�� #�($����� ��$$C� � ����(�%�������  �� ���� !�#�������� ��%0�� ���

%��/����� �� ��+��%�� ��  ��  �$������� ��� ���#���"�+��� � �(����� �$� ����#��  �� !�$��� ��� %��� ���

(#��������  �� ���� !����� ��/$�(�%���� �� +�����������D� /#�/�#�����$�� �$$C�22�� �����  �� ��$��

+�"������ ��$�%��/����� �#�"���$�=� /�#�%���$C���$���� �  ��+/�%�(�%�� �$"�#����� ��$$C���$�+��  ���  ����

/�J�/�#��#���$$C� ����(�%���������%0�� ��!�#������� � �$�����#�� ��%�/���?	�%4�#�����$��&33;@��

�

�

�

�

�

�

�




��
�

�

����.���	����..��	�
��.�,����,��

�

.����%��$�"����,��/#�+����������!��� ���$������$�"� ���/�E�%0���$�#���$$����"���� ���� �� ����/#� ����A �

��(���������#�+�$����� ���,��/�++�����++�#��/#�+��� ��+���(�$+��/�+���!��%0��(�$+����"���!���

��(�$+��/�+���!��/�++���� �#�!�#�� �B�

6 �������%�##������$$����������%���$��+��������"����� %�� ��#�(�#��������L�/�++�2�$��+�/�#�#��

���+���$�������� ������$C�//$�%���������� ���� �� � !�#+��+�(�<�#�� ���$$�����������

6 �##�#��  �� +�������������� +�+������%��� G��+��� ��/��  �� �##�#�� /�J� %�������� �++�#��

� ����(�%���� ��� ������� /#�+����� ��� ������ �� %��/���� � �#�� $�#�� ���� #�$���� �� /�J� ���� �� �++�#��

#���++�� �$$��$�+���(���$�� �$$��!�#��������� ����( �%����

6 �##�#��#�%�� �%�2�$���$�$��������%��%�� �$$����%%0� ����� ��+��/��=���$�/�#�+��������������!��D�

����##�#��#��%�##�������$$��$����#�� �"$�����/�$��� #�� ��$��"0�����+�/�#��#���$$���6��2�+��

��(�$+����"���!�� �#�!������!�%�� �B�

6 $��/#�+����� �����2�++��%�!�#�"��

6 2�++��%�/�#��#�� ���##�%0���������$$��#�"����� ���� ��#�++��

6 �$$���������� ��#�"�����#�/������

.�� #� �������  �$� ����#��  �� �##�#�� ��$$�� /�����(�#�� � �,�� /�J� �++�#�� #�""������ �� ������ ���

��%#�������  �$� %�!�#�"�� �� ���� ��  �$$�� ���$��F�  �$$ �� %�#+�� �� $�� (#�������������  �$� ���� ���

(#��������  �� ��""��#�� �+���+������ ��(����� $�� H#�� + I� %�#��� #�� ����  �((�%�$��+�� $C�$$���������� ��

+����  ��  �((�%�$�� ����#/#��������� ��$$��  ���#������ ����  �$$�� (�+��  �� $����#�A� $C��/$������������  �$�

+��������������H/��#� 6�� I=�%0��D����"#� �� ��+��� �����#��(#�������� ����""��#��$��"0����� ��

���#��2�� $�� �+�#����F=� /�#������ $C���$�+��  �� (#���� ���� %��� $��"0�����  �� �6�342� ��� #�$������� �$$��

/�����(�#������$��������

�$� +��������������  �� ��/�� ���"�#� D� %�������� #�%0��+ ��� �$$�� ��#�����  �$$C���$�+��  ���  ���� /�#%0Q� ��

#�+�$���������������� �������,����%�++������ ������ !�$� �������?.�������$��&3�&@�

�

�

�

�

�

�

�




��
�

�����''.�
���������..��	�
��.�,����,��

�

.���//$�%�������� ��""��%���+%�����+������$$��+�� � ��+��� �$�"������%0�� �$��#�+%#��������

�$� "������ /�J� �++�#�� !�$������ "$�2�$�����=� +�$����� �� ��$$�� #�"����� %� �(�%����� �� �� ������

�##�%0�������+/�%�(�%��+�$�� ���  ���#�������#�"����� ��#"���� �$� /#��%�/�$�� ���$����� �D�$�"���� �$$C�� �"� ���

 �$$�� #�"����� %� �(�%����=� ��� ������� �$� ��""��#� ��� �#��  �$$�� /���$�"��� +���� %��+����  �� ����������

�+���%0�� ��  �� +/$�%��"� %0�� �$��#���� $�� %�##����� +�� ������ �������%� �%��  �$$�� /#������A� ��(�����

$C�+���=� /�#�%�+������ ��+�$�������$C�K�  �$$C����#� � "������ �����=� �+/����$C1�K�  �$$�� ����������

/���"�����%0��?	��#��� ���$$�4���&3�3@��

�$�����#�� ������������������++�#���++�%������ ���� �/���$�"���+�/�#��$����3�333�!�#�������=����/�E�

 �� *)33� "����  �!�#+�=� � � D� +����� +������� %0�� +�$��� ���� $�� ���F�  �$$�� /���$�"��� ��� �$�����

��$$C�����0���������2�+��"�����%�������?��%4��� ��� ���%4�&3��@��

'�#����+�������!��$��#�%�#%��+%�����(�%��+��%��%��� #��/�#�$��/�E���$$C�+����/�#�$C� ����(�%������� ��� ��!��

"���6��$������� .C�//#�%%��� %����������� �+���� ��$� /� ++���� /�#� � ����(�%�#�� �� $�%�� �#�+��++�� ���

�++�%���������$�(�����/��/���$�"�%���#��$C���$�+�� ��+�"#�"��������� ��$��4�"�=�%0���!�!��$��+%�/�� ��

� ����(�%�#��$�� #�"����� "���%0��%�� �!�+�� ��"$�� �� �!� ��� �((����� �$$C����#���  �� (���"$���%��� ��� ��/�� �

����#�� �����2#���

.C�!!�����  �$$�� ��%��$�"��� �,�� %��� $C�//#�%%��� ��/# ������� +�$� +��������������  �$$C����#�� �+����

?H90�$�� �>���� ������%��"I=� 9��@� 0�� ����+%���� ���� #� /� �� �+%�+�� ��$$C� ����(�%�������  �� ���!��

"������$�����=��!�� ���$�%��+� �#�!�$��!����""��� � ���%�++���#�� ���������#��$�������� ��%��/������

.�� /#���� �//$�%�������  ��+�%%�++��  �� ��$�� ���� �%�� 0�� /�#����� �$$C� ����(�%�������  �$�"���� �7��7�

%����%��+���!��  �$$��+�� #����  �� ��$$�#�?�"� ��� �$�� &3�3@����$�&3�3�� � �""�� ��C�$�!���� �������F� ��

+�� �� 0�� � ����(�%���� ���!�� ���������� /���"�����%0� =� �#������ �$� +��������������  �$$C�+���� ��� ���

����#��#� ����� ���� �!� ����((����=����!�#����/�� ��/���$�"����#��%���%�+�� �����#�/����=�/��%0�$� �# ����

�++�%����� �� ����#�/����=� !��#��#�����/����� �++� ��� !�� (���$��#�=�  �+�# ���� ������$�"�%�=�  �+�# ����

����$$����!�=�/#� �+/�+�����������#�$��?.�������$�� &3�&@��

.C���$�����  �$� 9��� 0�� /�#����� ��  ���#����#�� ������� ��� %��+���!�� ��%0�� ��� /���$�"��� %��� �$�!����

���#�"����%��F� (�����/�%��  �!�� �$� �#� ������$�� �//# �%%���  �� ���$�+��  �� $��4�"�� #�+�$��� �++�#�� /�E�

 �((�%�$��+��?�+� �#�����$��&3��A�9��"�����$��&3�3@ ��

��� ���!�� +����#��  �� +!�$�//��  �$$�� ��%��$�"��� �,�� D � $�"���� �$$C� ����(�%�������  �� 2����#%���#��  ��

+�!�#��F�(�����/�%��?.�5�����$��&3�3@����$$��(�#��" �����%��%���$��+!�$�//�� ����#�/���/�#+���$�������

?9�+�$�<+4������$��&3��@��




��
�

��� ���+��� ��+�� !��"���� �//#�(�� ����+���$C�//#�%%�� � !�$��� �$$��#�%�#%�� �� ���!��"���� ��� ���� (���"$���

%������/����� �����0$��=�+���$C�//#�%%��� ��"��+��% ���� ������$��+�� ��� �����"#�//�� ��%�+���((�����

 �����/��������(�2#�$$�#���

�

&� ���'�	��������	7.���

�

.�����/����� �����0$���?��@=� �+%#�����/�#�$��/#��� �!�$�����$��;)�� �����0$�����-�R�"��# ������&1�

�� �!� ����//�#�����������#��(���"$����� �+%0��?��� 0$����� �9�R�"��# ����;)�@=�D�%�#����#������� ��

�� �#���� ���/����� /#�++���$�� %��� ��#�(���  ��� ��+%�$ �� �+���+�#�=� /�E� %���!�$��� #�+/����� ��� ��+%�$��

($�++�#��?S�2+�+�����$���;;;@��

��#��$������ �� /��������  �!������� +��������%�� �#�� $� � /#���� �� $�� +�%�� ��  �%� ��  �� !����� 	����!���

��$��=� "�F� � �$��=� #����"���� /��%�� �� �+��������%�� � � $C��F�  �� �+�# ��� /�J� ���� �++�#�� +��2�$���� %���

/#�%�+�����?��#$��������$���;;
@��

����%�#����#�+��%��/�%�$��#�� �$$�����/�����D�$��/# �+����� ��%���#����#��%0��/�++����/#�+����#+�����

!�#����#��%�$�������+/�%��$��������$�!�$$�� ���($�+ +�#�� �$$�� ���=� ���/�$+�=� ���"�������� �$$��%�!� "$��=���

���+��=�+��������$$�� �2�$����=�%���#�2��+%���$$�� �+�2�$��F�������$���%�+��$��/���$�"���D�$����������

/#�"#�++�!�� �� /�E�  ���  ��� ��#���  ��� /�������� �$�  �� +�/#��  ��� �3� ����� ��%�++����  �� +�//�#��� /�#� $��

 ���2�$�������� ��%0�� +�� �$� %���!�$"������� %�# ��%�� D� +�$��������� �++����� ?���������� ��� �$��

&33*@=� �$� %���!�$"�������  ��� ��+%�$�� #�+/�#���#�� �� � /�#��%�$�#�� ���$$��  ��(#������%�� ��%�++����  ��

+�//�#���/�#�$��!����$������������#���?7�������$��� ;;;@��

��$�!�$$���������+��%0���%�=�$��2��/+�����+%�$�#��+ �$�������������D��$��#����#�+/������$$��%�� �������

(�+��$�"�%�=������$!�$���/�J�/#�+����#��!�#�������� ��$� �����#�� �$$��(�2#����+%�$�#��%�����%#�������

 �$���++����� �/�+�����%%�+����$������(�2#�� �+�#�( �%0������%#���%0��?��#$��������$���;;
@��

.�� /#����%�##�$������� �#�� (�����/�� �� "�����/�=� � � � /�#��  ��ST2+�+� ��� �$�� ��$� �;;�=� � ����(�%��%����

"����%��+���!�� �$$�����/������$�%�$$�"���� ����/�� -��?ST2+�+�����$���;;�@�

�$�
�$$�"����-��D�����/#��������2������#����+/#�++� �(�#����������$�!�$$�� �$$�����#�%���>�#�%�$$�$�#�= �

 �!��(�#�������+��+�����<�#4� ����%#�(�$�������%0�� ����#�"�+%����%����$�#��%��/������� �$$��$������

2�+�$�� %���� %�$$�"���� �-=� (�2#���%����=� 2�"$�%���=�  �%�#���� �� /�#$�%���=� �$�#�� �� #�%����#��

�#��+���2#���� %���� ����"#���� �� /#����"$�%���� %0�� %� $$�"���� $�� +/����� /�#�%�$$�$�#�� �$$�� +/�����

���#�%�$$�$�#�A� ���+��� %��/$�++�� /��0<�5�  �� ����#�� ����� 0�� $C��/�#������ %��/����  �� /�#�����#�� �$�

������������� �$$C����"#��F�%�$$�$�#���?:�"��)@�




	�
�

�$�%�$$�"���� -��D����� /#�������%�+��������  �� �#��%� ����� /�/�� �%0�=��$(��?-�@=��$(�&?-�@��� �$(�*?-�@=�

%� �(�%���� #�+/����!�������  ��� "���� 
�.���� �� 
�.��& =� $�%�$������� ��+��6%� �� ��$$�� #�"�����

+�2��$���#�%�� �$�%#���+����&��&&�*=��� �$�"����
�. ��*=�+���������$$��#�"�����+�2��$���#�%�� �$�

%#���+����&�*)�*�

���������� �� %�#�%��  ��� "����  �$�%�$$�"���� -�� /�++�� �� �++�#�� �++�%����=� �$�#�� %0�� �$$�� ���/�����  ��

���0$��=� ��%0�� �$$�� (�#��� �$$�$�%�� /�E� "#�!�B�$�� �� +�#�(��� ��+%�$�#�� 
��"������  �� �$$#�%0�?�
��@=�

 �+%#����� /�#�$�� /#���� !�$���  �� �$$#�%0�?�$$#�%0� �� � �$�� �;*3@� ��%�#����#�������  �� ��� �+�# ��� /#�%�%��

%��� �2�$�������+%�$�#�=�%���#����#��/#�++���$����� /�#$�++��F� �+��$���G��+���(�#���D�!�$�%�������

/#�"#�++�!�� �� /�#��� �� ��C��+�((�%������ #�+/�#���#�� � ��$$�� /#���� �� +�%�� ��  �%� ��  �� !����%0�� D�$��

%��+�� ����#��$��F�/�E�(#�������=��������%0����/��� ���������!��"�����#�������%���+�//�#��������#���

/�#�$��#�+/�#�������?��#%�#������$��&33&@��

�$�����#�� ��!�#��������� ����(�%��������"���� �$�% �$$�"����-��0���!� ������������������#�$�!�����+���

 �� /�$���#(�+��� %0��  �� ���������� /���"�����%0�� /#�! �$���������� /#�!���� %��� ����  �((�%�$��

����#/#���������  �$$�� %�##�$������� "�����/�6(�����/ �=� ��� ������� �� �+���� ���������� +���� +�����

#��#�!����+��� ��� /�������� ���%0�� ��� �
���� ��� �"��� � � ��$��H ���%�����#���I� ���� �##�!�� ��+�/�#�#��

���� +��+�2�$��F�  �$� )�K�� .�� /�++�2�$�� %��+��  �� ��$� � +��+�2�$��F� +����  �� #�%�� �##�� �$$C���#�"�����F�

�$$�$�%�����%0Q�"�����%��?.��/���U�V���+025�U��&33� @��


��+� �#�� �� $C�/���+��  �$$C���#�"�����F� "�����%�� � ++�%����� �� ��$�� /���$�"��=� ��� ���+��� ��+�� !�����

/#�+������� �$� %�+��  �� ��C��/��� (���"$��� �((�����  �� ��� ��� %��� �� ������ $�� ��%��$�"��� �,�� +�� D�

#�%�#%�������/�++�2�$�����!��"������$�������

�

�

Fig. 7: rappresentazione della localizzazione del collagene VI e delle proteine con cui interagisce�
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Fig. 8: rappresentazione delle miofibrille con le proteine coinvolte nelle miopatie miofibrillari.          
(Goldfarb and Dalakas 2009) 
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Fig. 9: rappresentazione della famiglia BM con 12 individui, 6 dei quali affetti. 
La freccia indica il probando, mentre i numeri (1-4) indicano i campioni corsi mediante NGS. 
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Fig. 10: nella famiglia BM l’analisi di linkage ha portato all’identificazione di 28 regioni in associazione 
con la patologia. Quest’analisi ha permesso l’esclusione dei cromosomi 6, 9, 13, 14, 15.  
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Tabella 1: variazioni individuate nei 4 individui della famiglia BM corsi su piattaforma Illumina, con 

specificate SNP e DIP ottenute prima e dopo il processo di qualità, con l’applicazione di filtri 

come la presenza nel dbSNP e la ricerca di variazioni in omozigosi e in eterozigosi�

�

name Variant calling Filtered* SNPs Filtered* DIPs 
(INDEL) 

famiglia BM 
femmina affetta 

1 

 
Total: 64313 

Filtered*: 40441 

 
SNP: 39373 

not in dbSNP: 2222 
homozygous:14558 
heterozygous:24815 

 
DIP: 1068 

not in dbSNP: 383 
homozygous:500 
heterozygous:568 

 

famiglia BM 
maschio affetto 

2 

 
Total: 64187 

Filtered*: 40400 

 
SNP: 39507 

not in dbSNP: 2551 
homozygous:14572 
heterozygous:24935 

 
DIP: 893 

not in dbSNP: 316 
homozygous:415 
heterozygous:478 

 

famiglia BM 
maschio sano 

3 

 
Total: 76365 

Filtered*: 48154 

 
SNP: 46605 

not in dbSNP: 2912 
homozygous:16935 
heterozygous:29670 

 
DIP: 1549 

not in dbSNP: 577 
homozygous:688 
heterozygous:861 

 

famiglia BM 
femmina sana 

4 

 
Total: 66655 

Filtered*: 41090 

 
SNP: 39955 

not in dbSNP: 2344 
homozygous:14249 
heterozygous:25706 

 
DIP: 1135 

not in dbSNP: 415 
homozygous:532 
heterozygous:603 
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Fig. 11: rappresentazione dei filtri adottati in sucessione allo scopo di ridurre le variazioni candidate 
nella famiglia BM 

 

Allele 
variation 

Position  Var. 
type  

Cove 
rage  

state dbSNP gene Gene 
location 

Variant type Functional 
annotation 

G>A Chr1:171759805 SNP 20 het - SLC9A11 exonic missense NM_178527 
c.C2566T 
p.P856S 

AAC>- Chr2:65152151-
65152153 

DIP 69 het - 
1000g_ceu:0.10 

CEP68 exonic nonframeshift 
deletion 

NM_015147 
c.417_419del 
p.139_140del 

G>T Chr2:71745049 SNP 22 het - DYSF exonic missense NM_001130976 
c.G4988T 
p.R1663L 

G>T Chr7:47375320 SNP 15 het - TNS3 exonic missense NM_022748 
c.C1448A 
p.P483H 

C>T Chr21:43044347 SNP 112 het - PDE9A exonic missense NM_001001580 
c.C55T 
p.P19S 

�

Tabella 2: dettagli delle variazioni identificate dopo l’applicazione di diversi step di filtraggio.�

�
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Fig.12: predizione della patogenicità della variazione sul gene PDE9A (NM_001001580 c.C55T p.P19S) 
mediante l’utilizzo di tre diversi tool bioinformat ici. 
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Fig. 13: rappresentazione dell’evento di duplicazione identificato nel gene LAMA2 mediante l’analisi 
di CGH-array in due pazienti. Il paziente 1 mostra una famigliarità per la patologia, mentre il 
paziente 2 è un caso sporadico de novo. 
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name Variant calling Filtered* SNPs Filtered* DIPs 
(INDEL) 

paziente MFM 
 3 

 
Total: 124844  
Filtered*: 76785 

 
SNP: 74506 
not in dbSNP: 4928  
homozygous:28252 
heterozygous:46254  
 

 
DIP: 2279 
not in dbSNP: 735  
homozygous:1048 
heterozygous:1231 

paziente MFM 
 4 

 
Total: 124099  
Filtered*: 75279 

 
SNP: 73352 
not in dbSNP: 7698  
homozygous:27677 
heterozygous:45675  

 
DIP: 1927 
not in dbSNP: 629  
homozygous:905 
heterozygous:1022 
 

paziente MFM  
5 

 
Total: 104849  
Filtered*: 64667 

 
SNP: 62846 
not in dbSNP: 4542  
homozygous:23440 
heterozygous:39406  

 
DIP: 1821 
not in dbSNP: 577  
homozygous:769 
heterozygous:1052 
 

paziente MFM 
 6 

 
Total: 97637  
Filtered*: 44022 

 
SNP: 43144 
not in dbSNP: 13270  
homozygous:8988 
heterozygous:34156  

 
DIP: 878 
not in dbSNP: 282  
homozygous:344 
heterozygous:534 
 

paziente MFM 
 7 

 
Total: 132843  
Filtered*: 81646 

 
SNP: 79352 
not in dbSNP: 6157  
homozygous:25593 
heterozygous:53759  

 
DIP: 2294 
not in dbSNP: 780  
homozygous:901 
heterozygous:1393 
 

�

Tabella 3: variazioni individuate nei 5 pazienti corsi su piattaforma Illumina, con specificate SNP e 
DIP ottenute prima e dopo il processo di qualità, con l’applicazione di filtri come la presenza 
nel dbSNP e la ricerca di variazioni in omozigosi e in eterozigosi. 
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Fig. 14:  in figura è rappresentato la specifica della mutazione nella FLNC del paziente MFM 3, il 
pedigree della famiglia da cui si deduce un modello di trasmissione autosomico dominante, e il 
cromatogramma della validazione mediante Sanger.  
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Fig. 15: in figura è rappresentato la specifica della mutazione nella FLNC del paziente MFM 4, il 
pedigree della famiglia e il risultato della predizione della patogenicità mediante il tool 
bioinformatico mutation taster (http://www.mutationtaster.org/). 
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Fig. 16: in figura è rappresentato la specifica della mutazione nella TTN del paziente MFM 5, il 
pedigree della famiglia e la conservazione interspecie mediante polyphen2 
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)  
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Fig. 17: in figura è rappresentato la specifica della mutazione nella TTN del paziente MFM 6, il 
pedigree della famiglia, il cromatogramma indicativo della presenza della variazione in due dei 
tre fratelli sani. 
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Fig. 18: in figura è rappresentato la specifica della mutazione nel gene CAMK2D del paziente MFM 7, 
il pedigree della famiglia e la predizione di patogenicità mediante mutation taster 
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). 
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