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Assay design

o# File Edit Assay Windows Help [- =] ]

| Assay Type: INIeIe Quantification (4Q) LI 9 % O —
Description: I e Q ;

Seqguence Editor Graphic View | Final Primer Setl
2 0 20 2 o o e 0 0 o | [PrimerSeti e

AG Tm R N I B T B A I D
- Fq ICAAMGGGAMCAI TTTCA @
8.0 159 ~— R1 IATC'I‘I‘I‘I‘I‘I‘I‘I‘I‘I‘I’CCAGTATCA "
6.4 183 = 51 [AAAGGGAAACATTTTCAC @
O gr_fqueSeq. IPﬁn\erSe‘tScore "l ,;EII,?
TIMears
II = CAAAAGGGAAACATTTTCAY
#1  F1  CRARANGGGALACATTITICA =
001 A A o, |=R arcrrmrTrrTTICacTaTea
- AAAGGGAAACATTTTCACY —+ 51 BAMGCGAARCATTTTCAC E
OO P e ey PP E T M|
AAAAGGGAAACATTTTCACTGTAGGTTGTGCATCTCTGTTTAGAATTAAGATGATACTGGAAAAANAAAAAAGATC TCAGGGTAATATGGTA| [#2 = I;Fi %ﬁmﬁiﬁﬁcmc
N
TTTTCCCT T TG TAAAAGTGACATCCAACACGTAGAGACAAATCTTAAT TCTACTATGACCTTTTTTTTTTTCTAGAGTCCCATTATACCAT] (94 S 51 MARGEERRACITTTTCORLC
W (NN A RN N NN N
-~ ACTATGACCTTTTTTITTTITTCTALD 1 ~ Fl  CHARRGGGARACATITICA
a =eR3 GATCTTITTITTTITCCAGTATC
- | _’I —“+ 51 BARGEGAAACATTTTCAC
4 ~ F1  CRARNGGGAAACATTITICA
| e —=R& TITTTTITTTTCCAGTATCATC
Primer Set 1 Score: 94 = |k CAAAAGGGAAACATTTTCA 81  ARAGGGRAACATTITCRC
General Warnings = |R1 ATCTTTTTTTTTTTCCAGTATCA # - F1  CARARGGGRRRCATTTTCR
B —=RS TCTTTTITTTTTTCCAGTATCA
- |51 AAAGGGAAACATTTTCAC -+ 51 BARGEGAAACATTTTCAC
HE - F1  CARANGGGARACATTITICR
= REé TITTCCAGTATCATCTTAATICTA
PCR Product Forward PCR Primer, F1 Reverse PCR Primer, R1 Sequencing Primer, 51 94 -+ 31 AARGEGAARCATTTTCAL
Length, nt 75 19 22 18 #7 © F1  CRARRGCCAALCATTTTCR ﬂ
Fosition, 5-2' 1-18 75-53 2-20 o
Warnings Mame: IPusitiunl
Tm, °C 62.6 63.0 517 _ Position: |24 Type: ISNP,l’Puint Mutation
%GO 312 316 217 333 Variation: |C/A
[y —— Jo e — T CACETT ST ATETET STTTACAATT A ﬂ Elleles: IL.A LI
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PCR / RT-PCR

« Sur n'importe quelle machine PCR

* PyroMark PCR Kit / PyroMark OneStep RT-PCR Kit / kit classique
» Région amplifiée de 70 - 500 bp

* Un des primers doit étre biotinylé

PCR primer
L 2
Region of interest : .
PCR primer,
biotinylated

e O
Fragment PCR biotinylé
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Préparation des échantillons

Washing buffer

Denaturation Solution > - e LY PR "«‘

(NaOH)
o Ly, «
EtOH (\
. , o L,
PCR product °SQ plat_e WIth_
immobilized on sequencing primer
Sepharose
beads

3 http://get.genotoul.fr kel
13 mai 2013 p://get.g




T

Génome et
Transcriptome

3

> Hybridation du primer de séquencage par refroidissement progressif de o Iy, K(
la plague aprés 2min a 80°C ne

» Dans le pyroséquenceur
» Réaction de Pyroséquencage
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Pyroséguencage

« Incorporation d’'un nucléotide a la fois

 Cette incorporation génere un pyrophosphate
» Ce pyrophosphate ajouté a la Sulfurylase
génere un ATP

* ATP + Luciférase = signal lumineux

* Signal transformé en pyrogramme

o L'exces de dNTP est éliminé par I'Apyrase

La quantité de lumiere est proportionnelle au
nombre de nucléotides incorpores.
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Pyroséguencage

Séquence nucléotidique

G & - A GG  CC ]

L

G & ili A G C i
Nucléotide ajoute
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Les applications

» Les applications testées lors du prét :

« Quantification d’alleles (expression)
* Analyses de méthylation

> Autres applications :

 Détection de SNP
e |dentification microbienne

Possibilité de validation de résultats obtenus en HiSeq
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Points positifs /ZLimites

» Points positifs :

* Facilite d'utilisation

» Préparation des échantillons rapide

o La lecture surle Q24 varie de 10 min a 2h en fonction des applications
» Possibilité de séquencer a nouveau a partir des mémes échantillons

> Limites :

e Limité a 100 - 200 pb
« Technique de Pyroséquencage (homopolymeres)
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PyroMark Q24 pour 24 échantillons

Codt manip sans la PCR 2.53 €/ éch

PyroMark Q96 pour 96 échantillons

Codt manip sans la PCR 1.40 €/ éch
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Assay desi

Pyrosequencing Assay Design Analysis Report
Assay Name Assay Created by LGC\fresard
Assay Type Allele Quantification (AQ) Created Date 14/02/2013 14:33
Direction Forward Changed Date 14/02/2013 14:33
Description
Notes =galGald_dna range=chr1:99403-99823 S'pad=210 I'pad=210 strand=+ repeatMasking=none
AAATTCTATTGGG AAGAACAGCATTTCACA CTCATTGC
TTTCCTCTGAGAAGGAGTTTCCTTTGAGACATGA GCAGAGGAGTAG
CCTGGAGCTCCTTGTTATCTAGGCCAGCCCAGAAGCAACGATAGGAAAGA
ACTGGGAAAGGAAAGATAGGAAAGAACATTTCCAGCCTGTGCTGCCCAAG
GTAGGACAAACTGCCAAMCACTGCCTCCTGTGCAAGCACTAATGGAAGCAC
GBAGTTGC CTCTAAAATGACAGA GGGGGGETTAAAGAAA
TCAGCAGTGCCTCATGCTGCTCTGTAGCAGLUAAAGGGACTCCACTGGCTG
CATCTTCATTCTATTTAATTCACTGCTGGTACTCATATTGCAGGAAAAAA
AATGCGGCAATGGTTGATCTA
. Score: 87
IFiTmer Sxiles Quality: Medium
Primer Id Sequence Nt Tm, °C HGC
= PCR F4 ACTGGGAAAGGAAAGATAG 19 598 421
=~ PCR R6 CCTGCAATATGAGTACCA 18 589 444
=+ Sequencing 1 GCCCAAGGTAGGACAA 16 544 56.3
Target Polymarphisms Paosition1
Sequence to Analyze AC/TGCCAAA CACTGCCTCC TGTGCAAGC
Analysis Steps Mame- Biotinylated PCR Primer Hairpin Analysis
Description: Evaluates hairpin structures on the biotinylated PCR primer.
Penalty- 0
Mame: Duplex Formation Analysis
Description: Identifies possible annealing between the sequencing primer and the biotinylated PCR primer.
Penalty: 0
Mame: Mispriming Analysis
Description: Identifies alternate annealing sites for the sequencing primer on the amplicon.
Penalty: 0
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