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PCRPCRPCRPCR

PCR / RT PCRPCR / RT-PCR

• Sur n’importe quelle machine PCR  
P M k PCR Kit / P M k O St RT PCR Kit / kit l i• PyroMark PCR Kit / PyroMark OneStep RT-PCR Kit / kit classique

• Région amplifiée de 70 - 500 bp
• Un des primers doit être biotinylé
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Fragment PCR biotinylé
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P é ti d é h tillP é ti d é h tillPréparation des échantillonsPréparation des échantillons

 Immobilisation des produits PCR sur billes de streptavidine, par 
agitation

 Sur la WORKSTATION : 
• Dénaturation à la soudeDénaturation à la soude

• Lavage/ neutralisation du simple brin et récupération des simples 
brins dans un tampon avec l’amorce de séquençage

 Hybridation du primer de séquençage par refroidissement progressif de 
la plaque après 2min à80°Cla plaque après 2min à80 C

 Dans le pyroséquenceur
• Réaction de Pyroséquençage
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P éP éPyroséquençagePyroséquençage

I i d’ lé id à l f i• Incorporation d’un nucléotide à la fois
• Cette incorporation génère un pyrophosphate
• Ce pyrophosphate ajouté à la Sulfurylase

é è ATPgénère un ATP
• ATP + Luciférase = signal lumineux
• Signal transformé en pyrogramme
• L’excès de dNTP est éliminé par l’Apyrase• L excès de dNTP est éliminé par l Apyrase

La quantité de lumière est proportionnelle au 
nombre de nucléotides incorporés. 
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L li tiL li tiLes applicationsLes applications

 Les applications testées lors du prêt :

• Quantification d’allèles (expression)
• Analyses de méthylation

 Autres applications :

• Détection de SNP
• Identification microbienne

http://get.genotoul.frhttp://get.genotoul.fr13 mai 2013

Possibilité de validation de résultats obtenus en HiSeq



P i t itif /Li itP i t itif /Li itPoints positifs /LimitesPoints positifs /Limites

 Points positifs :

• Facilité d’utilisation
• Préparation des échantillons rapide 

L l t l Q24 i d 10 i à 2h f ti d li ti• La lecture sur le Q24 varie de 10 min à 2h en fonction des applications
• Possibilité de séquencer à nouveau à partir des mêmes échantillons

 Limites :

Limité à 100 200 pb• Limité à 100 - 200 pb
• Technique de Pyroséquençage (homopolymères)
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C ûtC ûtCoûtCoût

P M k Q24 24 é h tillPyroMark Q24 pour 24 échantillons

Coût manip sans la PCR       2.53 € / éch

PyroMark  Q96 pour 96 échantillons

Coût manip sans la PCR 1.40 € / éch
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Merci de votre attention
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