Historique

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 I’ADN pol (fragment Klenow) se dégrade.
1986 utilisation de la Tag (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 I'essor

25 000 4
20 000 4
15000 4
10 000 4

5 000+
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Citation des termes polymeriation chain reaction (bleu) et PCR real time (en vert) dans pub med

Dénaturation de I'ADN

Dénaturation de I'ADN __in vivo
Les enzymes rendent possible la
dénaturation a des TC
compatibles avec la vie.

Replisome

Topoisomérases

Primeasome

Ligase

Helicase

DNA polymerases

% dénaturation

100

50

0

m
(melting temperature = température de fusion)

~90

Dénaturation de '’ADN _in vitro

Effet hyperchromique:

L’ADN simple brin absorbe (rupture
des liaisons hydrogénes) 40% plus que
I’ADN double brin a 260 nm

TC




Caractéristiques de la Tagq

Décrochage de la Taq

amorce

/\ >

Site actif

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

TAQ Hot start

activité

TC

La Taq peut initier une réplication méme a température ambi ente. Cette
possibilité est inquantifiable

“Activation” de I'enzyme
<P
10-15 mins
_—
95¢C
/! -

Site actif Chaneron

Bloguant le site actif TAQ dite “Hot start”




La PCR : amplifier et produire
en grande quantité (1)

PCR (réaction de polymérisation en chaine) permet I'amplification exponentielle
d'un fragment d'ADN de taille fixe (amplicon) a partir d'une matrice ADN.

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

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

Il s'agit de réplication /n vitro qui nécessite de se placer a des températures
allant de ~60°C & ~90°C.

Une ADN polymérase classique se dégrade.

On utilise une polymérase thermostable: Taq polymérase (initialement extraite de
Thermophilus aquaticus ).

(0]

> o o o

2 C 72°g2C  79:9983C 7poct—

@

o

g 60°C 60°C 60°C

[ Nombre de
Cycle 1 Cycle 2 Cyclen| cycles

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

Cycle 1 Cycle 2

l Dénaturation (~94°C) '

l Hybridation (~60°C)

[E— ¢
l Elongaﬁom 2°C) — —
4 fragments 8 fragments:
2 matrices 2 matrices
2 detaillevariable 4 detaillevariable

2 detaille unique.




La PCR

: amplifier et produire
en grande quantité (3)

Cycle 3

16 fragments:
2matrices

6 fragments de taille variable (2n)
8 fragments de taille fixe (2")

A chaque cycle, le nombre de fragment de taille unique augmente de fagon

exponentielle alors que le nombre de fragment de taille variable augmente de fagon

71\

linéaire.
Amplification par PCR
Amplification par PCR
600 7
nombre
de fragments de 500 | == matrice
cycles matrice tailles variables amplicons
123
E 2 2 0 S 400 | — fragments de talles
2 2 4 4 =1 variables
3 2 6 8 é 300 | — fragments de taille fixe
4 2 8 16 2
5 2 10 32 i ]
= 200
6 2 12 64 S
i<
7 2 14 128 100 1
8 2 16 256
9 2 18 512 0 T T — I —
1 2 3 4 5 6 7 8
= n
Qn = Qo2 nombre de cycles




amplification théorique d'un fragment d'ADN

6,0E+11 1
5,0E+11 |
4,0E+11 |
£ 3,0E+11 |

2,0E+11

1,0E+11 -

nombre de fragments spécifiquement
amplifiés

0,0E+00 e
1 35 7 91113151719 21232527 293133353739

cycles

Quelle que soit la méthode de
marquage,

le seuil de détection est de 1010
amplicons

Limites de I'amplification par PCR

Fragment d’ADN

3 Fragment d’ADN en

ophosphate

L'amplification n’est pas éternellement exponentielle.

Les réactifs (oligos, dNTP) devienent limitants

La Taq se dégrade (1/2 vie = 40 mins & 95C)
L’accumulation de pyrophosphates inhibe la polymérisation

- Perte d'efficacité puis arrét de la réaction




Amplification

Signal dans le bruit de fond Sl Phase de plateau
N 1
1
(nombre[d"amplicons sous e d (c nde la Tag
Setit-tle t01° 1 R Mitants
85 ccumulation de.
800 I
750 i
700 | S
650
B
E . .
5
g 500 1
g « I
g
g 400 I
Z 350
300 { 1
o threshold cycle (Ct) I
200 . Ou'
15 | Crossing point (Cp) |
L 1
50
| A1
-50 1
0123456 7 8 91011121314 151617 18 19 20 2' 22 23 24 25 26 27 28 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
Cycle
| |

Différents types de sondes
Sybr green (1)

Fluorophore sépcifique de 'ADN double brin \

1,0
NSNS | T
|
NN
S" N H Petit sillon  Grand sillon

Tres stable: au bout de 30 cycles ™
d’amplification, seulement 6% de son

activité est perdue

Ne fluoresce que lorsqu'il est i
intercallé entre les bases du petit 0 i

chation or emisslan (%)

sillon de 'ADN

(trés peu de fluorescence intrinseque) o4




Différents types de sondes
Sybr green (2)

o v

N ©
@® @ dénaturation @ e @ @
%ybndatlon
# @ @ @ @ elongation
@ @ e 0 ®
® e ©
Fluo (UA) FLUQ (UA)
2|=mmmm s 10
3@
1 _____

LCycle PCR | temps

Mesure de la fluo & la fin de la phase d'élongation

Bruit de fond

Cycles
(fluorescence intrinséque du Sybr green) 4

Différents types de sondes
Tagman

Qh»% o [5)
& Activité 5' exonucléasique
<2 -
Phase d’hybridation. E» Q
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B pemiéres nouvelles (.. [ 1M sienvenue [ ool [ oogle scholar = entrez PubiMed =2 BLAST: Basic Local Al

| [ Institut de Recherche en Cancérologie de M. LI Primer3 Input 0.4.0 {primer3-web/ht... | <]
]
Pri = [Primer3plus interface More ligo tools [ disclaimer | Primer3 Home ‘
= 3
TIMETS (v 0.4.0) Pick primers from a DA sequence. ‘ R L ‘ e ‘ o ‘

Paste source sequence below (5'->3), string of ACGTMacgtn -- other letters treated as I -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, ALUs, LTNEs,
etc.) or use a Mispriming Tibrary (repeat ibrary): | NONE Bl

[ Pick Ieft primer, or use left primer belm\LD Pick hybridization probe (internal oligo), or use oligo beloy Pick right primer, or use right prirer below (5'to 3' on opposite strand) ‘

Sequenceld: | A string to identify your output,
- E.g 50,2 requires primers to surround the 2 bases at positions 50 and 51, Or mark the source sequence with [ and ] e.g. .. ATCTICCCCITCAT. means thas

e L primers snust Rarik the central CCCC
Excluded Eg 4017 68,3 forbids selection of primers in the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68. Or mark the source seauence with < and >: e g
Regions - ATCT<CCCC>TCAT.. forbids primers in the central CCCC.
Product Size Ranges |150-260 100-300 301-400 401-500 501-500 601-700 701-850 851-1000
Nuber To Return |5 Max 3' Stability 40
M Repeat Mispriming[1200 | Pair Max Repeat Mispriring 2400 |
Masz Ternplate Mispriming 12.00 | Pair Max Temuplate Mispriming 2400 |

General Primer Picking Conditions

Primer Size Min[18 | Opr[20 | Max[o7
Primer T Min:[70 | Opt[60.0 | Muc (530 | Max T Difference: [100.0 | Table of thermodynamic parameters: | Breslouer etal. 1905

ProductTm Min| | Opt[ Masc
Primer GC% Min [200 | Opt: | Mazx 800
M IE nn A ! Qelf ! nn . |

Sybr green I VS Tagman

® OJ_
® o\ o
OQQ
o0

La fixation du Sybr green sur ’'ADN La sonde se fixe sépcifiquement sur
double brin est aspécifique. le fragment d’ADN d'intérét.

La fluorescence est donnee par La fluorescence est donnée par le
les fragments doubles brins milieu réactionnel




Estimation de la spécificité de I'amplification:
les courbes de fusion (Melting curves)

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

Fluorescence

100 i -
50 i v v Temperatre €] o
0 TC l Fonction dérivée
@ o
. . :
¢ e i
il
T_TTL T>Tm “ i
g M |
d I
_— 0 1T
) o “ |
En Sybr green on peut suivre la décroissance A ANV BRSNS ‘ o
de la fluorescence a mesure que I'on atteint © Vo
puis dépasse le Tm N T e
m

Notion d'efficacité d'amplification

Nous avons vu que Q, la quantité d’ADN spécifiguement amplifiés vaut:

Qri1=2Qn & Qn = Qu20

(n: le nombre de cycles considérés).

Il s’agit d’'une situation idéale ou:
La Tagq initie systématiquement I'amplification, ne décroche jamais avant la fin...

Situation idéale -

Situation non idéale

Si aucun amplicon n’est synthétisé: Qn = Qox1"

On définit la notion d’efficacité E ou eff: Qn = Qo(1+eff)? < Qn =QoE" (0<eff<l et 1<E<2)
|
E




Etablissement d'une gamme de dilution d'un standard

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

O 10x, _10x, 10x,
O O O O

105 plasmides/pl 104 plasmides/ul 108 plasmides/ul 102 plasmides/pl

Relative:
Attribution d’une valeur arbitraire & un géne donné dans un échantillon standard.

U : U : U : U

[A] =1 [A] = 10 [A] = 102 [A] = 103

Mesure de l'efficacité de la PCR

Gamme de dilution d'un P i
echantillon standart
/
£ /|
L
| AL A
\
N
e
g \
g |
&
nente
pente
——
Log de la concentration ——» 1 10 100 1000 10E:04 108405
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Mesure de l'efficacité de la PCR

ciicyck]

nente

PCIc

Log de la concentration —— 1o 10

100

1000 108404 L0E0S

AmounCopies]

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

(1) © Qct/Qo = Ect < log(Qct/Qo) = log Et <> log Qct — Log Qo = Ct log E

| Ct=(-1/log E) logQo + (log E)/log Q |

La pente de la droite représente une mesure de l'efficacité de la PCR

pente = -1/logE ¢ log E = -1/pente

E = 10-1/pente

Mesure de l'efficacité de la PCR

Y=—ax+Db

cilcyce]

X= Log de la concentration —— 13

b =(log E)/log Q n; Qo=1

Pente = 10-1E & E = 10Q-lpente

Ct théorique d'une molécule unique dans I'échantillon

-

1000 10E+04 108405
Amount(Copies]

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)

11



Extrait controle

Du tissu a la quantification de cDNA

Cellule controle Cellule expérimentale 2 :
(A) Geénes ne variant pas

Housekeeping genes (génes qui

A A ) g
tiennent la maison)
B B \ PPy
(B) Génes régulés dans le processus

considéré
extraction Reverse transcription PCR
tissuRd—> tARN — cDNA guantification
en e_m,en rendement efficacité
qualité

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

La quantification ne peut pas étre effectuée
directement

Il est nécessaire de normaliser les quantités

de cDNA par rapport a une référence A

Extrait experimental

Notion de normalisation

Housekeeping genes: genes 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 étre modifiée quelque soit les
conditions.

Possibilité de quantification relative.

T
s A s@ A2 A | es conditions, Al = A2
g 2 Comme, Ai= B1/2 et Az = 2B2
g B g Alors B1/2 = 2B2 < B2/2 = 2B1
I E g : Conclusion: B1= 4B2
w
V cDNA V cDNA
A1/B1=1/2 A2/B2 =2

La normalisation des résultats grace aux housekeeping genes permet d'établir des
variations de quantité relative des géenes d'intérét.

12



Exemple

controle expérimental

|

Géne de référence 1

Gene d'intérét |

|

|

|

|

|

1 K

_Iseuil seuil 1

1

[ |
o @
S o
© &)

Ct1 -
Cts

C1 C3
Log concentration Log concentration

A C1=nC2 C3 = nC4

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

Procédure:
Variante de la méthode des droites standards

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

Théorie:

Ct < 25 cycles: le géne est fortement exprimé pas de nécessité de répliquer
les points. (PCR robuste)

25<Ct<40 cycles: on répéte 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.

Pratique: On répeéte 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)

House keeping gene Gene d'intérét

contrdle  expérimental contréle expérimental

HKc HKe Glc Gle

On compare HKc/Glc et HKe/Gle

13



Constitution d'une gamme de référence a partir
de I'ensemble des échantillons.

] 10x ] 10x ] 10x ] 10x ]
[A]=1 [A] =101 [A] = 102 [A] = 103 [A] = 104

Principe de la méthode des droites standards.

Geéne de référence Geéne d'intérét
Courbes e ‘
théoriques
9
O
Ct r[,o -
Ctln(Z | —— -
Ctrefo fm == = i I 1

| | |
Cref1 Crefz | 1

) Cint1 Cint2
Log concentration Log concentration

Cint2 > Cintl
Cref2 Crefl

14



Variante de la méthode des droites standards

Geéne de référence

F‘
el

Dilution des
echantillons

Ctref1

Cref1

Log concentration

Il ~Analyse des
i courbes de fusion |

PN N |

\

Geéne d'intérét

> Cint

Ctref1

Cref1

Log concentration

Ctint

Cint
Log concentration

Attention aux contaminations!

echantillon -

H20

A Une PCR doit toujours étre validée par un controle n

- Test d’'une contamination du milieu réactionnel

négatif sans ADN

15



Prérequis pour I'exploitation des données
d'une expérience de qPCR

E ensem5|e aes ec”anh"ons con!ro|es EE expenmen! aux par genes e!uales

Evaluation des contaminations avec un témoin eau

Tout élément est répété 3 fois sur la plaque.

Du bon choix des oligonucléotides amorces.

GATGGTGAAGCAGCTC ACCTCAGESGAC TGCTACTGGGACCTTGAAGATGGCTCCTCTAT

ATCTCAAGAGAAAGTTATAGGTGSC ATTGCCCTGOTTGAGGGGTGTAAGAACT

GG T crerce
CAAGTTGTTACAATGTTTTCACCAATGTCCACGCTCCCCATTGGCGCCCCACCATGCATC
CCCATTGGTCATSST GCAGGT
CAGTTLITTACEY ] st e e o3 v oo
Croictcoteane E P 8 O @ [0wn s o[ |
TTC LCCGTGGTGG B Dermresnsuretest... I 160 ervenie (G Gos (G G Schotr 2 EnvPubtid = BUAST B ocl .
GATGATGGGGCAC S ik i = ?
AGACGCCTGTCAC, —— Peioeriohs metacs 5 Prim 5
AAGGCAGTTTACT | LTHNCLS @040 o = [ [ maows

TT
TTCALCCTOCALG P e (15 g o FASTA frmas o Plsse (ecto, AL, LIV
te)orve o Mipriag Lisae repst | v
ATeTATTCCGAGE ™)
e - B ft] ¥ 0 x G |

53 poribres runeles ., [ 16mM Borvos G

e o e o [ ek pvademion oD :
TTCGCAGACCTCA T Aaplags e 2 ¢ )
AGCGGCETGGACA [FikPimers. =set Fom. xons.
() (i) Elusi Gaation Chiomosorme B: 34 87016334 50.342 orverd s, [1s sveond 2435021838000 20 Ve ]
TTTGLAGATGCT o Sippatngeitencs ey || s 0000022788 - The 2
ALCATCAGCGOTA' Seasesceld | 4 s o ety your ot 2 Sebence ] 3 “":m
i B [5é Szt | L0,
L Lo bkle o ) Ein Plrrces
CACCACRGECCL! mamg Eig 401.7 68,3 orbidsseleck | |- General idertifers (1)
GaTCTOTARAGCH B [ T reioat || | ohos ibes ) Exons el
GTTTGARTACCAG f o0 o0 50r & comcnevamen ™
TOCTTCCARRAGE o pogimmn’ i3 | | b ot | NERO W S BT St P Exd Phas Lengl Seqience
Maxhoocu Mincnkal 1200 | 2ehim BspsuMinika [P0 1 potan omain ||| pryusemenisg 54670163 54870188 B erTseTeacAoTeAcoTeAS
Mol M 10t as Tt M 20 | | P00 e 4T i 5
Eo D : M B
< Briday
General Primer Picking Conitions T ity
Pt
e Mnfl o |Ma? | L o tanserp dats
Mis[570 |Oprp00 | Max 530 | MaxTon Difer » Bookmars tis page:
o e ] Bk o smigss g et
Min [ Jopr « Add custom data o page ||| 3 g9 UETIE O o 128
Briner GO M 200 [Ope | Maxinn |
00 GATATCACAGCCTCARAG.
st 2aat - .
. e o |

7
TIGCTGALGCTCAMG
34880437 34830882

5 [ el MENSE 1 2 ]
CCAGAATOTATTCCOAGATEACAG
e 4209 2000 gegagaceraueagatactagagee -
6 wemms 2 2 x
34BE3205 34804079 94
7 B0 HBFE 2 o 6

Taring
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Justification de la méthode

. . exonl
ADN génomique

Exon 2

exonl Exon 2
cDNA

Les amplicons sont de taille différentes selon que I'on am

génomique ou du cDNA:

plifie de 'ADN

*On utilise des temps courts d’amplification. Si I'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.

Du bon choix des oligonucléotides

&« 80QE

amorces.

L

st

PO ':CE1 Home - Genomic Biolagy » Mouse Genome Resources »BLAST
< Search | Map viewer v

*tevew  BLAST Mouse Sequences.
el {8 loriartoeoslomg ot e i i farest
Moo \

3 Dermiéres nouvelles (... [F 168 Bienvenue (] Googe (G Google scholar = Entrez Pubived £ BLAST: Basic Local ..

References
Retrieve results

Genome Project

O or, choose  f

Set subseguence: (optional)
From: ] o]

Databas:
gen

] v

Program:
megsBLAST: Compare highly related nucleotide sequences

Optional parameters
Expect  Filter Descriptions  Alignments

001 ] [default ¥ [100 ¥ 100 ¥

Advanced options:

BagnSea

Get the URL with presst values 7 [ GetURL

AAttention aux homologies!

¥ © o [GL
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