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Principe décrit dés 1971 H. Gobind Khorana (indien nationalisé US) and Kjell Kleppe (norvegien).
Réalisation 1985 (Kary B. Mullis , prix nobel de chimie 1993) :
Cycles de polymérisation mais l’ADN pol (fragment Klenow) se dégrade. 
1986 utilisation de la Taq (ADN pol de thérmophilus aquaphilus. Evite d’utiliser beaucoup de Klenow, évite d’ouvrir les tubes 
et de contaminer le milieu réactionnel)
La PCR prend de l’essor

Citation des termes polymeriation chain reaction (bleu) et PCR real time (en vert) dans pub med

Historique
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(melting temperature = température de fusion)

Dénaturation de l’ADN in vitro

Effet hyperchromique:
L’ADN simple brin absorbe (rupture 
des liaisons hydrogènes) 40% plus que
l’ADN double brin à 260 nm

~90

Dénaturation de l’ADN in vivo

Les enzymes rendent possible la 
dénaturation à des T°C 
compatibles avec la vie.

Dénaturation de l’ADN
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TAQ

Site actif

amorce

Décrochage de la Taq

Fidélité: capacité à répliquer exactement le brin matrice.
Processivité: décrochage spontané plus ou moins tardif.

Caractéristiques de la Taq

TAQ Hot start

max

Top

T°C

~60°C

~25°C

TAQ

Site actif Chaperon 
Bloquant le site actif

10-15 mins

95°C

TAQ dite “Hot start”

“Activation” de l’enzyme

activité

La Taq peut initier une réplication même à température ambi ente. Cette
possibilité est inquantifiable
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La PCR : amplifier et produire 
en grande quantité (1)

PCR (réaction de polymérisation en chaine) permet l’amplification exponentielle 
d’un fragment d’ADN de taille fixe (amplicon) à partir d’une matrice ADN.

Méthode très sensible: l’amplification est exponentielle. 
On peut détecter la présence de très petite quantité d’ADN (ou ADNc)

L’amplification de fragments spécifiques nécessite de connaitre au moins partiellement
la séquence à amplifier afin de pouvoir déterminer une paire d’oligonucléotides qui 
serviront d’amorces pour la polymérase.

Il s’agit de réplication  in vitro qui nécessite de se placer à des températures 
allant de ~60°C à ~90°C. 

Une ADN polymérase classique se dégrade. 
On utilise une polymérase thermostable: Taq polymérase (initialement extraite de 
Thermophilus aquaticus ).

95°C

60°C

72°C 95°C

60°C

72°C95°C

60°C

72°C
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Nombre de 
cyclesCycle 1 Cycle 2 Cycle n

Dénaturation (~94°C)

Hybridation (~60°C)

Elongation (~72°C)

Cycle 1 Cycle 2

8 fragments:
2 matrices
4 de taille variable
2 de taille unique.

4 fragments
2 matrices
2 de taille variable

La PCR : amplifier et produire 
en grande quantité (2)
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Cycle 3

A chaque cycle, le nombre de fragment de taille unique augmente de façon 
exponentielle alors que le nombre de fragment de taille variable augmente de façon 
linéaire.

16 fragments: 
2matrices
6 fragments de taille variable (2n)
8 fragments de taille fixe (2  )n

La PCR : amplifier et produire 
en grande quantité (3)

!

Amplification par PCR
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Amplification par PCR
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amplification théorique d'un fragment d'ADN
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Quelle que soit la méthode de 
marquage, 

le seuil de détection est de 1010

amplicons

dN- P
P

P
3’ 5’Fragment d’ADN en cours d’élongation

P
P

pyrophosphate

-dNP
3’ 5’Fragment d’ADN en cours d’élongation

TAQ

TAQ

L’amplification n’est pas éternellement exponentielle.
Les réactifs (oligos, dNTP) devienent limitants
La Taq se dégrade (1/2 vie = 40 mins à 95°C)
L’accumulation de pyrophosphates inhibe la polymérisation

� Perte d’efficacité puis arrêt de la réaction

Limites de l’amplification par PCR
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Cycle
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Threshold: 69 (Noiseband)

Baseline settings: automatic, Drift correction OFF

(nombre d’amplicons sous le 
Seuil de 10 10 )

(dégradation de la Taq
Réactifs limitants

Accumulation de pyrophosphates)

Signal dans le bruit de fond Phase de plateau
Amplification 
Exponentielle

observable

threshold cycle (Ct)
Ou

Crossing point (Cp)
!

Différents types de sondes
Sybr green (1)

Grand sillonPetit sillon

Très stable: au bout de 30 cycles 
d’amplification, seulement 6% de son 
activité est perdue

Ne fluoresce que lorsqu’il est
intercallé entre les bases du petit 
sillon de l’ADN

Fluo
(très peu de fluorescence intrinsèque)

Fluorophore sépcifique de l’ADN double brin
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dénaturation
hybridation

1

2 3
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Cycle PCR

elongation

Bruit de fond
(fluorescence intrinsèque du Sybr green)

Fluo (UA)

temps

Différents types de sondes
Sybr green (2)

Mesure de la fluo à la fin de la phase d’élongation

FLUO (UA)

100

50

0
Cycles

Phase d’hybridation.

TAQ

Activité 5’ exonucléasique

TAQ

Différents types de sondes
Taqman



8

La fluorescence est donnée par 
les fragments doubles brins

La fixation du Sybr green sur l’ADN
double brin est aspécifique.

La sonde se fixe sépcifiquement sur
le fragment d’ADN d’intérêt.

La fluorescence est donnée par le 
milieu réactionnel

Sybr green I VS Taqman



9

Temperature [°C]
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Estimation de la spécificité de l’amplification: 
les courbes de fusion (Melting curves)

Fonction dérivée

En q PCR la seule variable observable est la fluoresc ence totale de l’echantillon.
A priori, on ne peut pas discriminer les amplicons asp écifiques des amplicons spécifiques

En Sybr green on peut suivre la décroissance
de la fluorescence à mesure que l’on atteint

puis dépasse le Tm

!

Notion d’efficacité d’amplification

Nous avons vu que Q, la quantité d’ADN spécifiquement amplifiés vaut:
Qn+1=2Qn �Qn = Q02n

(n: le nombre de cycles considérés).

Il s’agit d’une situation idéale où:
La Taq initie systématiquement l’amplification, ne décroche jamais avant la fin…

Situation idéale

Situation non idéale

Si aucun amplicon n’est synthétisé: Qn = Q0x1n

E

On définit la notion d’efficacité E ou eff: Qn = Q0(1+eff)n �Qn =Q0En (0<eff<1 et 1<E<2)
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[A]

[A] = 1

[A]

[A] = 10-1

[A]

[A] = 10-2

10x [A]

[A] = 10-3

10x

Établissement d’une gamme de dilution d’un standard

105 plasmides/µl 104 plasmides/µl 103 plasmides/µl 102 plasmides/µl

10x 10x 10x

10x

Absolue:
Utilisation de plasmides de concentrations connues codant pour le gène testé

Relative:
Attribution d’une valeur arbitraire à un gène donné dans un échantillon standard.

Mesure de l’efficacité de la PCR

Cycle
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Baseline settings: automatic, Drift correction OFF
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Slope: -3.351

Y-Intercept: 37.9

Efficiency: 0.99

R^2: 0.994

pente

Log de la concentration

Gamme de dilution d’un 
echantillon standart
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Mesure de l’efficacité de la PCR

Amount[Copies]
1.0 10 100 1000 1.0E+04 1.0E+05

C
t[C

yc
le

]

38

36

34

32

30

28
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24

22

Slope: -3.351

Y-Intercept: 37.9

Efficiency: 0.99

R^2: 0.994

pente

Log de la concentration

Ct = (-1/log E) logQ 0 + (log E)/log Qct

Y = ax + b

E = 10-1/pente

On se souvient que Qn = Q0En. Si n = Ct, alors Qct = Q0ECt (1).
Ce que l’on souhaite c’est mettre cette equation sous la forme y = ax + b
afin de pouvoir déterminer la pente de sa droite.

(1) � Qct/Q0 = ECt � log(Qct/Q0) = log ECt � log Qct – Log Q0 = Ct log E

La pente de la droite représente une mesure de l’efficacité de la PCR
pente = -1/logE � log E = -1/pente

Une pente de 3.32 représente une efficacité de 
100% (E = 2) (1+Eff).
Une pente de 3.4 représente une efficacité de 
97% (E = 1.9)
Une pente de 3.5 représente une efficacité de 
93% (E = 1.9)
Une pente de 3.6 représente une efficacité de 
90% (E = 1.9)
Une pente de 3.7 représente une efficacité de 
86% (E = 1.9)
Une pente de 3.92 représente une efficacité de 
80% (E = 1.8)

Pente = 10 -1/E ���� E = 10-1/pente

Mesure de l’efficacité de la PCR

Amount[Copies]
1.0 10 100 1000 1.0E+04 1.0E+05

C
t[C

yc
le

]

38

36
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32

30
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24

22

Slope: -3.351

Y-Intercept: 37.9

Efficiency: 0.99

R^2: 0.994

Pente = 10-1/E

X= Log de la concentration

b = (log E)/log Q n; Q0 = 1
Ct théorique d’une molécule unique dans l’échantillon

Y = ax + b
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Du tissu à la quantification de cDNA

ARN cDNAtissu quantification
extraction Reverse transcription PCR

Rendement
qualité

rendement efficacité

A

B

A

B

B B

Cellule contrôle Cellule expérimentale
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(A) Gènes ne variant pas
Housekeeping genes (gènes qui 
tiennent la maison)

(B) Gènes régulés dans le processus
considéré

L’ensemble des traitements fait que les quantités observées de cDNA peuvent changer pour deux
extractions d’un même tissu.

La quantification ne peut pas être effectuée
directement
Il est nécessaire de normaliser les quantités
de cDNA par rapport à une référence

!

Notion de normalisation
Housekeeping genes: gènes du métabolisme basal de la cellule
Lamines; protéines de la glycolyse (GAPDH); cytosquelette (actine); 
traduction (protéine ribosomique 18S)
A priori leur expression ne devrait pas être modifiée quelque soit les 
conditions.

B1 B2
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A1 A2

V cDNA V cDNA
A1/B1 = 1/2 A2/B2 = 2

Comme, A1= B1/2 et A2 = 2B2

Alors B1/2 = 2B2 � B2/2 = 2B1

Conclusion: B1 = 4B2

Possibilité de quantification relative.

Les conditions, A1 = A2V

La normalisation des résultats grâce aux housekeeping genes permet d’établir des 
variations de quantité relative des gènes d’intérêt.
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seuil seuil
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contrôle expérimental

C1 = nC2 C3 = nC4

Gène de référence

Gène d’intérêt

C2>C4?

k

Exemple

On étudie les variations de concentrations par rappo rt à celles un gene de référence.
!

Procédure: 
Variante de la méthode des droites standards

GIeGIcHKeHKc

expérimentalcontrôleexpérimentalcontrôle

Gene d’intérêtHouse keeping gene

On compare HKc/GIc et HKe/GIe

Théorie:
Ct < 25 cycles: le gène est fortement exprimé pas de nécessité de répliquer
les points. (PCR robuste)
25<Ct<40 cycles: on répète trois fois par expérience. (PCR moins robuste, 
lissage statistique des variations)
40<Ct cycles: la PCR n’est pas robuste (Taq dégradée, peu de matrice). 
Résultats difficilement quantifiables.

Nécessité: établir une droite standard comprenant au moins 4 points par gène. 

Pratique: On répète systématiquement trois fois chacun des points.
On utilise des temps d’amplification courts (on n’amplifie que de              

petits fragments, on s’affranchit des limites de la processivité de la Taq)
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[A][A]

[A] = 1

[A]

[A] = 10-1

[A]

[A] = 10-2

10x [A]

[A] = 10-3

10x10x

[A] = 10-4

10x

Constitution d’une gamme de référence à partir
de l’ensemble des échantillons.

[C] [C] [C] [E] [E] [E]
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Ct int 1

Cint 1 Cint 2

Gène de référence Gène d’intérêt

seuil
Courbes

théoriques

Cref1
Cint1

Cref2
Cint2 >

Principe de la méthode des droites standards.



15

Variante de la méthode des droites standards

Gène de référence

seuil

Dilution des
echantillons
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Thres hold: 33%

Analyse des 
courbes de fusion

H2O

echantillon

Une PCR doit toujours être validée par un contrôle
négatif sans ADN
���� Test d’une contamination du milieu réactionnel

Attention aux contaminations!

!!
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Une gamme de dilution standard d’au moins 4 points par gène étudié.

L’ensemble des échantillons contrôles et expériment aux par gènes étudiés.

Evaluation des contaminations avec un témoin eau

Tout élément est répété 3 fois sur la plaque.

Prérequis pour l’exploitation des données
d’une expérience de qPCR

!

Du bon choix des oligonucléotides amorces.
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exon1

Exon 2exon1

Exon 2

Les amplicons sont de taille différentes selon que l’on am plifie de l’ADN
génomique ou du cDNA:
•On utilise des temps courts d’amplification. Si l’amplicon génomique est trop grand il
n’est pas amplifié.
•La différence de taille change le melting des deux amplicons. On peut voir la 
contamination.

ADN génomique

cDNA

Justification de la méthode

Du bon choix des oligonucléotides amorces.

Attention aux homologies!!


