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Méthode de Sanger: base

Structure nucléotide

Structure didéoxynucléotide



Méthode de Sanger: base



Méthode de Sanger I: chimie

 4 étapes:

1. Dénaturation

2. Hybridation des Primers  et

extension des bases

3. Terminaison

4. Gel electrophoresis 



Méthode de Sanger I: chimie



Méthode de Sanger I: chimie



Méthode de Sanger II: principe

Principe de la méthode

GCATTAGGCTGTGGATCAGAATCGAGGCTGCTATTCGATCGGCT

5’3’

CGTAAT

dATP

dGTP

dCTP

dTTP+ddTTP (1%)

CGTAATCCGACACCT

CGTAATCCGACACCTAGT

CGTAATCCGACACCTAGTCT

CGTAATCCGACACCTAGTCTT

6 bases

15 bases

18 bases

20 bases

21 bases

25 bases

5’ 3’

CGTAAPrimer

-amorce

6 bases

-

+

15 bases

18 bases

20 bases

21 bases

25 bases

Chaque cycle génère un fragment qui se termine par un T 

(dye terminator)

TCCGACACCTAGTCTTAGCT

Electrophorèse

Autoradiographie



Méthode de Sanger III: résultats

Séquence matrice 

dATP

dGTP

dCTP

dTTP

+ddTTP

dATP

+ddATP

dGTP

dCTP

dTTP

dATP

dGTP

+ddGTP

dCTP

dTTP

dATP

dGTP

dCTP

+ddCTP

dTTP

500-600 bases /jour



Méthode de Sanger IV: principe



Méthode de Sanger IV: évolution

Evolution - amélioration

4 fluorochromes différents

capillaires (1-96)

700 bases x 96 / 2,5 heures

1 séquenceur = 700 Kbases/jour
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2nd Generation: Pyrosequencing

 Sequencing by synthesis

 Advantages:

• Easily automated

• Eliminates the need for labeled primers 

and nucleotides

• No need for gel electrophoresis 



2nd Generation: Pyrosequencing
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2nd Generation: Pyrosequencing



2nd Generation: Pyrosequencing



2nd Generation: Pyrosequencing



Pyrosequencing: Résumé

 Basic idea:

• Visible light is generated and is proportional to the number of 

incorporated nucleotides

DNA Polymerase I from E.coli.

pyrophospate

From fireflies, oxidizes luciferin and generates light

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Firefly_luciferin.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/e/e4/Adenosine_phosphosulfate.svg/620px-Adenosine_phosphosulfate.svg.png


Pyrosequencing: Résumé

 1st Method

 Solid Phase

○ Immobilized DNA

○ 3 enzymes

○ Wash step to remove nucleotides after each addition



Pyrosequencing Results:



Séquençage et analyse

Chaque plateforme possède sa propre 

méthode de séquençage :

 Pyroséquençage – Roche 454

 Séquençage par mesure ionique – Ion 

Torrent (Life Tech)

 Récemment, RNAseq: séquençage de 

l’ARN




