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Détection de l|'amplification d’'un produit basée sur Ila
fluorescence durant une réaction de PCR

Mesure l|la quantité initial d’'un acide nucléigue en
déterminant le nhombre de cycle requis pour atteindre un
niveau déterminé de produit

Le PCR traditionnel (end point) est utilisé pour amplifier
’ADN et l'analyse au point terminal de la réaction sera
utilisée pour distinguer des produits.



Log ADN Cible

Realité

# Cycle

L'augmentation exponentielle du
produit est limitée; Latteinte
d’un plateau est incontournable

Le PCR traditionnel (end point)
n’est pas approprié pour la
quantification

Le PCR en temps réel permet la
quantification durant la phase
exponentielle de I'amplification



Le seuil de référence (threshold line) est une valeur de fluorescence a laquelle les
courbes sont comparées

Reglé empiriquement ou par un calcul statistique au dessus du background (méthode
de la dérivée seconde)
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Le Cp = nombre de cycles requis pour qu'une reaction de
fluorescence atteigne le seuil de référence (T)

«Correle fortement avec le nombre de copie de départ
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Analyse des données: Déterminer le Cp (crossing point

Le Cp est linéaire avec le log du nombre de copie initiale
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Log Starting Quantity, copy number

La pente de la courbe standard peut étre directement corrélée a l'efficacité
de la réaction :

Efficiency (n) = [10(-Y/slope) ] — 1
Lorsque la pente=-3.32, Efficiency = 100%




Types de quantification

e Absolue

O Détermine une quantité initiale d’un acide
nucléique cible

O Requiert une courbe standard

14500 copies

* Relative
O Détermine la différence (en nombre de
fois) d’une quantité initiale d’acides
nucléiques entre les différents échantillons

O Performée avec ou sans courbe standard
. O Utilisée pour I'analyse de I'expression de
Nomal —TreatmentA TreatmentB genes avec un gene cible normalisé par un

gene de référence




Quantification absolue
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Quantification absolue

Thrashaold Cycle
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4500

Quantification absolue
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Quantification absolue

# Standard 3 Unknown
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Quantification relative
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Quantification relative
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Quantification relative
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Quantification relative: Résultats

Expression
normalisée

N
1




LU'expression des genes de référence doit étre
constante entre les différents échantillons

Efficacité de réaction de la cible et de la référence
doivent étre calculée

Meéthode qui requiert une validation



Les chimies en PCR en temps reel

O




Chimie SYBR Green |
O




SYBR Green |

o La fluorescence en SYBR Green | (SGI
8,408 8,8 g 88 (561

augmente lorsque 'AND double brin

4 est produit
$ * Lorsque 'ADNdb s’accumule au cours
AW W W . .
8 32_ %& % ‘ de la réaction, plus de SGlI se lie a
Progression I’ADN et la fluorescence augmente
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Utilisée pour vérifier la spécificité de la réaction apres
amplification

Complémentaire au fait d’utiliser un gel d’agarose seulement
que le Tm est utilisé pour distinguer les produits

Lorsque la température augmente, ’ADNdb se dénature, le SGI
est libéré et la fluorescence diminue

Température de dénaturation (melting) (Tm) de 'ADNdb
Température a laquelle la moitié de ’'AND est double brin et l'autre est
simple brin
Dépend du contenu en nucleotides et de la longueur



Analyse de courbe de Melting avec SGI

* Diminution de fluorescence

O Due a I'augmentation de température |

> Due a la dénaturation et a la libération du SGI

* Tm est le point d’inflection de |a courbe de melting




Graphique du taux de changement négatif de
la fluorescence vs température (-dl/dT)

Pour nouveaux amplicons, lancer une analyse
dela courbe de melting suivie d’une analyse
sur gel d’agarose (et sequencage) for validation

_______




Parametres a optimiser pour la spécificité d’une réaction
et l'efficacité

O




Réaction de validation avec SGI

i_orrelation Coefficient: 0,% Unknowns
PCR Efficiency: 97.1 % 9 Standards
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Analyser la spécificité :L'utilité des courbes de melting

2 produits d’amplification
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Tester les variables PCR

O




Ameélioration de la reproductibilité

O




Design experimental

O




Analyse d’ARN total pour analyse par Microarrays
ARN normal de foie
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Merci de votre attention!

O




Matériel supplémentaire

O




OVERVIEW

O

tissue

\

extract RNA

\

copy into cDNA
(reverse transciptase)

\

do real-time PCR

\

analyze results




OVERVIEW
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n nh U O

hould be free of protein (absorbance 260nm/280nm)
hould be undegraded (28S5/18S ~2:1)
nould be free of DNA (DNAse treat)

hould be free of PCR inhibitors

Purification methods

Clean-up methods



OVERVIEW
O

tissue

\

extract RNA

'
copy into cDNA

(reverse transcriptase)

\

do real-time PCR

\

analyze results




Importance of reverse transcriptase primers




REVERSE TRANSCRIPTION




OVERVIEW
O

tissue

\

extract RNA

\

copy into cDNA
(reverse transciptase)

'
do real-time PCR

\

analyze results




specific

high efficiency

no primer-dimers

ldeally should not give a DNA signal

cross exon/exon boundary



EXON 1 INTRON 2 EXON 2 DNA

_> 4_
EXON 1 EXON 2 RNA
_> D —




How are you going to measure the PCR product

O




Importance of controls

O




same copy humber in all cells
expressed in all cells

medium copy humber advantageous
correction more accurate

reasonably large intron
no pseudogene

no alternate splicing in region you want to PCR
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