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Plan de la presentation.

 1- Introduction
« 2-Projet de QPCR : quelles étapes? Comment les valider?
« 3- Retro Transcription
« 4-PCR
— Rappel du principe
— PCR versus QPCR
« 5-QPCR
— Choix de la chimie
— Choix des réactifs
— Multiplexage
— Fast/ Non Fast
— Efficacité
— Quantification relative
 5- QPCR a Haut Deébit
« 6- Outils d’analyse disponibles sur le plateau
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La QPCR : Une Histoire qui n‘en finit pas...

1970 : Co-découverte de ’'ADN polymérase ARN dépendante par Temin HM et Baltimore D (prix Nobel de
physiologie ou médecine en 1975).

1986 : Premiére publication publique sur la PCR par Kary Mullis (prix Nobel de chimie en 1993).

1988 : Premiere PCR réalisée avec une ADN polymeérase thermostable, provenant deThermus aquaticus, par Saiki
RK.

1991 : Premiére détection du produit de PCR par sonde (sonde d’hydrolyse) par Holland PM.

1992 : Invention de la PCR en temps réel par Higuchi R.

e 1995: premiers appareils QPCR
De 1 point a 96 points en deux heures.
« 2012: QPCR Haut Débit
10000 points en 40 mn.
Le principe est inchangé et les précautions a prendre
aussi!!

http://get.genotoul.fr



http://get.genotoul.fr



el

Génome et
Transcriptome

S

geno

Projet de QPCR. Quelles etapes?

EXPERIMENT DESIGN

i i
- N

SAMPLE PREPARATION METHOD DEVELOPMENT

Bioiogical material Primer and probe desigv

\/ v v

RNA is ol_at.i_on) DNA isolation Assay testing /validatioy

\

Reverse
transcription

b

DATA QC and ANALYSIS

gena
toul
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Projet de QPCR. Quelles etapes?

1622 20008 Special Report

The MIQE Guidelines:
Minimum Information for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiments

Stephen A. Bustin,'” Vladimir Benes,? Jeremy A. Garson,** Jan Hellemans,® Jim Huggett,®
Mikael Kubista,”® Reinhold Mueller,” Tania Nolan,'® Michael W. Pfaffl,'! Gregory L. Shipley,'?
Jo Vandesompele,® and Carl T. Wittwer'*'4

REVERSE TRANSCRIPTION
Complete reaction conditions
Amount of RNA and reaction volume
Priming oligonucleotide (if using GSP) and concentration
Reverse transcriptase and concentration
Temperature and time
| Manufacturer of reagents and catalogue numbers
Cqgs with and without RT
Storage conditions of cDNA
|If multiplex, efficiency and LOD of each assay.
Sequence accession number
Location of amplicon
Amplicon length
In silico specificity screen (BLAST, etc)
Pseudogenes, retropseudogenes or other homologs?
Sequence alignment
Secondary structure analysis of amplicon
Location of each primer by exon or intron (if applicable)
What splice variants are targeted?

Olo|m|{m|m(m|m

mimo|o|o|/m|m|O|m|muo
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Transcription inverse.1

Template RRA

AUDNENEEDELE

‘ Frimer annealing

Choix de I’enzyme
Quelle quantité d’ARNs?
Reverse transcriptase enzyme

Quel amorcage?
synthesises complementar .
} Er[:um,a\ (e DRA) ffagment ! - OllgOdT.

l‘ ‘ ‘llll - Hexamers.

HANEEREEDERE - Déca/Pentadecamers.

{ Denaturation - single stranded sDNA - Oligos spécifiques des génes d’intéerét.
HAREERAEEGEBEDNE

http://get.genotoul.fr £
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Transcription inverse.2

RT efficiency depends on enzyme and gene

30
] HTR2b Spleen ] HTR2a Spleen
25 20
204 ]
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Cycle Cycle

Stahlberg et al, Clin Chem. 50(9) 2004
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Transcription inverse.3

RT enzyme and “tissue background matrix”
affect the RT efficiency

31,5 -
31,0 A —u— Liver
30,5 —e— Spleen

30,0 :
=i A
g Jejenoum

29,0
28.5 -
28,0 -

27,5 -/.\ / \ — /

27,0 S
.

26,5~ : VAR
26,0 ol

25,5 / o
25,0 o e

J §0%
24,5 _
24,0 ? ' : LR I S S PR

Mean(Ct)

MMLVH Omni AMV  MMLV lmprom cAMV  Termo Super
RT enzyme

Stahlberg et al_, Clin Chem. 50(39) 2004
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Transcription inverse. 4

Amorcage
Amorces aléatoires?
- hexameres
-decameres
-pentadecameres
Amorce spécifique?
OligodT?

65° -----> 4°C ----->37- 42°C

Toujours diluer les produits de RT avant de faire QPCR!!!

http://get.genotoul.fr
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Rappel du principe-1

Holding Stage

Cycling Stage Melt Curve Stage

Number of Cycles: 40 |4
[7] Enable AutoDelta
Starting Cycle: 2 &

95.0°C

gena
toul
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PCR- Rappel du principe-3

exponential
amplification

= CaTETEroe

............. » 35 CyCleS

<| = — 235 = 68 x 10E9

e

Ml

|

Eos comoooT SocTec e

1 2 (2Y) 4 (22) 8 (29) 16 (24)
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CYCLE NUMBER

AMOUNT OF DNA

0 1
1 2
2 4
3 8
4 16
5 32
6 64
7 128
8 256
9 512
10 1.024
1 2,048
12 4.096
13 8.192
14 16,384
15 32,768
16 65,536
17 131,072
18 262,144
19 524,288
20 1,048,576
21 2,097,152
22 4,194,304
23 8,388,608
24 16,777,216
25 33.554.432
26 67,108,864
27 134,217,728
28 268,435,456
29 536,870,912
30 1.073,741.824
3 1.400,000,000
32 1.500,000,000
33 1.550,000,000
34 1.580,000,000

AMOUNT OF DNA

PCR- Rappel du principe-2

1600000000
1400000000

r!

1200000000

1000000000

800000000
600000000

400000000

200000000

0 -

10 15 20 25

PCR CYCLE NUMBER

10000000000

1000000000

100000000

10000000
1000000

100000

10000
1000

AMOUNT OF DNA

100
10

1 A

10 15 20 25

PCR CYCLE NUMBER

http://get.genotoul.fr ?
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PCR- Rappel du principe-4

plateau

exponential

baseline

http://get.genotoul.fr
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PCR versus QPCR-1

PCR point final PCR temps réel
L
8 2P Le
/5?4/
8 ¥/
i oV
4 / //l
- : / %
—t— 1 13231 33T o %//6 pan D

. 12 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 294 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
. z Cycle Number
ks - o—- T O - 5. -

Limites: sensibilité (BET) La PCR en temps réel est basée sur la détection

linéarite d’un signal fluorescent généré tout au long de
guantification lourde I’amplification du produit PCR.

http://get.genotoul.fr
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PCR versus QPCR-2

Détermination du Ct (cycle seuil)

Phase plateau

Fluorescence Normalisee (Rn)

7
Ct
1 \ / Bruit de fond
—
) 10 20 30 40 50
" Lignedebase Cyc|es

La valeur de Ct est déterminée dans la phase exponentielle, a ’intersection de
la ligne de bruit de fond avec la courbe de fluorescence

http://get.genotoul.fr



PCR versus QPCR-3

-la technologie de la PCR en temps reéel est basée sur
la détection et la quantification d’un « reporter »
fluorescent.

-on peut suivre la quantité de fluorescence émise a
chaque cycle.

-’augmentation du signal fluorescent est directement
proportionnelle a la quantité d’amplicons générés.
-la quantité d‘amplicons est directement proportion-
-nelle a la quantite initiale de la matrice.

http://get.genotoul.fr



QPCR : mise en place-1

Choix de la chimie utilisée pour quantifier:
- Sondes Tagman
- Oligos , Sybr Green, EvaGreen
- Autres
Choix des réactifs.
- Masters Mix speécifiques
- Fast versus non Fast

http://get.genotoul.fr
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QPCR : mise en place-2

PCR guantitative avec une sonde TagMan®

Cette meéthode repose sur deux principes :
- la technologie FRET (fluorescence resonance energy transfer)
- Pactivité 5°-exonucléase (spécifique double brin) de la Taq Pol

FAM, VIC TAMRA

L’émission du « reporter » est inhibée par
Reporter Quencher le fluorochrome quencher

FP Q O

3 5°

Triple spécificité:
-Spécificité des amorces pour la
PCR
5° 3’ | -Spécificité de I’hybridation de

RP la sonde TagMan a une
TM>TM oligos

http://get.genotoul.fr
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QPCR : mise en place-3

PCR guantitative SYBR ®Green ou EvaGreen

S‘IB__E Green

Primer

Polymerase

Mesure de la fluorescence en fin d’élongation

Amplification helting
0,14 - 02a-
012 - 024 -
0,10 - 020-
- = =
z U = 0,16
<1 o
Ll = 0,12
mLs - 0,08 -
Uioe = 0,04 -
100 . . . 0005 —— Se————
1 11 21 31 : 61 71 g1 a1
Cycle Temperature

http://get.genotoul.fr
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QPCR : mise en place-4

Melt Curve Melt Curve

500000.0
180000.0

400000.0

140000.0

300000.0

Normalized Reporter (Rn)
Derivative Reporter (-Rn)

20000.0
200000.0

100000.0 40000.0

0.0

65.0 70.0 75.0 80.0 85.0 a0.0 a 85.0 70.0 75.0 80.0 85.0 a0.0 95.0
Tm: 92.14 Tm: 92.14
Temperature (°C) Temperature (°C)

http://get.genotoul.fr ? B
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QPCR : mise en place-5

g e !# e IENE

‘ Setup | Instrument | Resuts | QG Summary Dissociation Curve |

e ]

T

]

- =] (23 o
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oz : . : W Pogh Lhot - Borele Frews Umer Do, ced {' — _J. i
0 Non- ~
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product 1/ il

)
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QPCR : mise en place-6

Le marqueur fluorescent ROX ™ permet de normaliser les
variations de fluorescence non reliées a la PCR (fluorescence des
plaques ou tubes, contamination du bloc PCR,...)

Echantillon 1 Echantillon 2

FAM Vérifier si le ROX
—_— est présent dans
__ROX__ RN FAM votre Master Mix!!

_ ROX__ ]Rn

Fluorescence
Fluorescence

Rn= Reporter / Passive reference

http://get.genotoul.fr
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QPCR : mise en place-7

Choix d’'oligos et de sondes a l'aide de logiciels dédiés

Criteres de recherche pour des oligos:

=Travailler sur un amplicon court (75 a 150 bp)

GC compris entre 30 et 70%

=L imiter les répétitions d’'un méme nucléotide (pas plus de trois)
=Limiter les complémentarités entre vos amorces (dimers)

=Pas plus de 2C ou G dans les 5 dernieres bases de votre amorce
»Entre deux exons

Criteres de recherche pour des sondes:

=|dentiques a celles du dessin des amorces +

=La Tm de la sonde doit étre de 7-8 degrés supérieur a
celle du couple d’amorces

= e 5’ de la sonde ne doit pas commencer par un G
(effet de quenching associé)

*Plus de C que de G dans la sonde

http://get.genotoul.fr
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QPCR : mise en place-8

BANQUES COMMERCIALES

e+ O 8 @ O Jrmie S @ 3o £ LUB S O-0 BRG S 2 @ O - O 8 @ 6 S e @

Précaution:
Toujours vérifier le profil de thermocyclage (température d’annealing, temps d’élongation) donné par le
fabricant et I’appliquer a votre machine.

BANQUE Plateau GeT-TQ

i " Base de données des oligos
ol = ., | dont le design a été fait par
el o Fluidigm et validé sur le

EEE.{ e b w— Biomark.

Fluidigm £

http://get.genotoul.fr ? B
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QPCR : mise en place-9

TagMan ® versus SYBR ® Green - EvaGreen

TagMan ® SYBR ® Green
Spécificité -fixation des amorces, -fixation des amorces,
-hybridation de la -conditions PCR
sonde,

-conditions PCR

Flexibilité -multiplex, -vérifier la formation de
-détection de SNP, dimers d’amorces
Optimisation -standardisée -vérification de
I'efficacité

-dépend du gene cible

http://get.genotoul.fr



el

Génome et
Transcriptome

3

QPCR : mise en place-10

Multiplexage: mythe ou réalité?

Conditions pour réaliser un dosage en multiplexage:

*Utiliser deux sondes marquées par des fluorochromes
différents.

*Avoir un différentiel minimum de 3 CT entre I’expression

des 2 genes étudiés

*Avoir une efficacité de 100% pour chacun des dosages
Déterminer en croisant les gammes de dilution, la partie

de la gamme ou 'amplification d’un gene n’interfére pas avec
I’amplification de I'autre.

*Utiliser une des sondes en version « primer limitant »

http://get.genotoul.fr
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QPCR : mise en place-11

Amplification Plot Amplification Plot
2.25 1 ~ 225
2.00 1 e 2.00
175 1 ; 175
1.50 1.50
c 1.25 9 c 125
% 1.00 1 % 1.00
0.75 1 0.75
0.50 0.50
0.25 1 0.25 -
0.00 0.00
2&&81&1;1‘16182)224&2830323:&38&‘0 246&%121&16182&22;%28&3234&3840
Cycle Cycle
Simplex Multiplex
18S Simplex | Baalc Simplex | Multiplex 18S | Multiplex Baalc | ACT Simlex I ACT multiplex
RT 500 8.8 26.22 8.96 26.14
RT 200 95 2563 9.63 2554 16.13 15.91

http://get.genotoul.fr ?
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QPCR : mise en place-12

Amplification Plot
Aemplfication Mot Ampificaton Pot
Ampification Plo // //_ | — / /
4 /
. iy /i
.r""’——l
1/
TR s 2
Amplefication Plot %
0.1
0.01 N T
2 4

MULTIPLEXAGE 5 Genes sur ViiA7

http://get.genotoul.fr
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QPCR : mise en place-13

Holding Stage Cycling Stage Holding Stage Cycling Stage

Number of Cycles: 40 1+ Number of Cycles: /40 2]

[7] Enable AutoDelta [7] Enable AutoDelta

Starting Cycle: [1 = Starting Cycle: 3r1 ]

1001 95.0°C 95.0°C 10051
00:20 100%  po:03

95.0°C 95.0°C
10:00 100% 015

75 —|

60.0 °C 60.0 °C
00%

00:30 00% 01:00
50 —|

]

26 —|

0
Step 1 Step 1 Step 2

Step 1 Step 1 Step 2

Slope -3.416 -3.423
R2 -0.9992 -0.9992
2000| | PCREf. 96.2% 95.8%

Mode Fast ou Mode Standard:
Des Oligos robustes et
efficaces en mode standard le
seront aussi en mode Fast

® Fast Cycling
1500 ® Standard Cycling

geno

toul
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PCR: efficacité-1

L’efficacité est le reflet du doublement du nombre d’amplicons a chaque cycle

10,000,000,000 -
1,000,000,000 4 ¢ 100% EFF

100,000,000 | ¢ 90% EFF
< ’ :
Z 10,000,000 1 ‘38? EEE
0 1,000,000 22
- 100,000
2 10,000
®
= 1,000
<

100 ,;i
10 “3‘
¢
1 ¢ , |

PCR CYCLE NUMBER

http://get.genotoul.fr
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AMOUNT OF DNA
100% EFFICIENCY
1

2

4

8

16

32

64

128

256

512

1024

2 048

4 096

8 192

16 384

32 768

65 536

131 072

262 144
524 288

1 048 576

2 097 152

4 194 304

8 388 608
16 777 216
33 554 432
67 108 864
134 217 728
268 435 456
536 870 912
1073 741 824

AMOUNT OF DNA AMOUNT OF DNA
80% EFFICIENCY 70% EFFICIENCY

1 1

2 2

3 3

6 5

10 8

19 14

34 24

61 41

110 70

198 119

357 202

643 343

1157 583
2082 990
3748 1684

6 747 2 862

12 144 4 866

21 859 8272

39 346 14 063

70 824 23 907
127 482 40 642
229 468 69 092
413 043 117 456
743 477 199 676
1338 259 339 449
2 408 866 577 063
4 335 959 981 007
7 804 726 1667 711
14 048 506 2 835 109
25287 311 4 819 686
45517 160 8 193 466

PCR: efficacité-2

Apres 1 CYCLE
100% = 2.00

80% = 1.80x
70% = 1.70x

Apres N CYCLES:
fold increase = (efficiency)"

Pour Comparer deux
resultats de QPCR les
efficacités doivent étre

identiques et égales a 100%
Mes oligos ne sont
pas efficaces a

100% je fais quoi?

http://get.genotoul.fr ? B




PCR: efficacitée-3

Je réfléchis ......

i | ~| 1-la]c] est-elle la meilleure?
il

// /
i

Increasing Threshold Cycle

m O 0O @ >

AR {flucrescence)

http://get.genotoul.fr
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PCR: efficacite-4

40

S 100%
5 Logs 108%
o 100%
1.E+00 1E+01 1.E + 02 1E+03 1.E+04 1LE+ 05 o
Quantity Dilution

Je réfléchis ......
2 —la gamme de dilution est-elle cohérente?

http://get.genotoul.fr
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PCR: efficacité-5

Nucleic Acids Research Advance Access published January 6, 2012

Nucleic Acids Research, 2012, 1-10
doi:10.1093/nar/gkr1259

Correction of RT-qPCR data for genomic
DNA-derived signals with ValidPrime

Henrik Laurell™*, Jason S. lacovoni', Anne Abot', David Svec??, Jean-José Maoret'?,
Jean-Francois Amal’® and Mikael Kubista®®

"Inserm/Université Paul Sabatier UMR1048, Institut des Maladies Métaboliques et Cardiovasculaires (I2MC),
BP84225, 31432 Toulouse cedex 4, France, 2Laboratory of Gene Expression, Institute of Biotechnology,
Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague, *TATAA Biocenter AB, Géteborg, Sweden, “Plateforme
GeT (Génome et Transcriptome) du Génopole Toulouse, Toulouse, France and °Faculté de Médecine,
Université de Toulouse Ill and CHU de Toulouse

Je réflechis ......
3 — échantillons contaminés par de ’ADN Génomique?
Pourquoi ne pas essayer ValidPrime?

geno

http://get.genotoul.fr '?"' ou
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PCR: efficacité-6

A (" ValidPrime Assay (VPA) GOl Assay (GOI) ] Permet de tester/valider les amorces de qP(;R par rapport a leur sensibilité a
o |lampifies non-transcribed genomic DNA] [targets gene-ol-interest] | ampllfler de I'ADN genomique.
8 LR - Normalement il ne sont pas censés d'amplifier d'ADNg si :a) elles sont dans deux
=3 [ g 5.;;’;"0:3:"65 ] exons différents séparés par un intron >800bp ou b) un des primer est chevauchant
~vr T = cor entre deux exons. MAIS tous cela est la théorie - il faut le tester dans le tube !
-~ Cqoma | Cq 2DNA
£ Does GOV ampily JONA 7 No LAt GOl assay 1)Si tous les primers sont insensibles a I'ADNg , I'histoire s’arréte la ! Plus besoin de
é IS GOl oy amplification Yes faire des traitements a la DNase, ni des corrections (la suite).
= consistent and specific () 7 “No_
= Yes | 2) Si les primers amplifient 'ADNg (de fagon spécifique et avec une bonne efficacité),
[ngh Confidence GOI assay] ValidPrime permet de calculer le signal provenant de I'ADNg (CqDNA) et de le
- soustraire du signal total. Cela donne le CQRNA (= signal provenant de 'ADNCc). La
correction marche bien a condition que le signal de I'ADNg ne dépasse pas 60% du
signal total.
B A+ or High Confdence
<o faoiieoiz]oomm 3) si I'am_plificatio_n de_I'ADNg est non—spé}ou bizatre, deux opt_ions\: a/ redesigner des
o primers (pipe-line pour cela sera développé) ou : b/ traiter a la DNAse).
‘EL) 2T { Sample 2
Sa P A
2 = 5 VP remplace les contréles RT- en réduisant le nombre de contrbles.
ng.(:p:r s ng’_,{” Cq;,';jf,, 4/ Avec VP, le traitement a la DNase devient superflu pour le plus grand nombre
o No d'expériences en gPCR.
Is Cgs,, .. detectable? - (= No gDNA in sample)
Yes No Pour utiliser ValidPrime il faut simplement inclure le VPA (c6té assays) et 'ADNg
2 Is qu_rff;. detectable? A+ assay (conﬁvmauoni (c6té échantillons) dans le plan expérimental. La VPA sont de primers optimisés
= Yes amplifiant spécifiquement un amplicon non-transcrit présent a une copie par génome
= Cq haploide. L'ADNg doit étre de la méme espeéce (ou cellules, si transformées car risque
= Run Calculations Cqm.A de aneuploidie) que 'ADNCc.
(Fig1) %Dﬁfz Les données sortant du ValidPrime rentre en suite dans le pipe-line classique
(=normalisation avec des géenes de référence etc.)
: Cor™ = — Jason a développé un programme qui permets de faire I'analyse en quelques cliques :
Output: Cqpy4 (f <60%DNA) ] { T s 'q"“"“'.w} http:/code.google.com/p/gh-validprime/downloadsllist

Une version pour "R" sera bientdt développée

Output (Cq,,,) ready for downstream preprocessing analysis

gena
toul
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PCR: efficacitée-7

Travailler avec des écarts de Cq les plus faibles réduit I’erreur
induite par une mauvaise efficacite.

‘Erreur commise avec la méthode des 2°2Ct pour une PCR d'efficacité<100% en fonction de I'écart de Ct
Efficacité

1% 3% 5% 8% 11% 14% 18%

ACt 1 1% 5% 11% 17% 23%
2% 8% 17% 26%
Efficacité calculée 85% 2% 9% 19%
2% 23%
% derreur (quantité) - 8% §: 3%

3%
4%
4%
5%
5%

gena
toul
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B LinRegPCR: Analysis of Real-Time PCR Data

File Y-axis Help

LinReg

Considere chaque point d'une PCR comme un point de dilution pour
calculer la régression linéaire.

All Samples View |Individual Sample|  Fit Options AllData Sample Data show or hide |
number of samples: [37
[V Log Axis All Samples
055
common window: 0.5%--
Log Fluoresc. R
i - 044~
upper limit: |0.561 2“3.55 oo !
lowerlmi: [0.004 =] [T01 034
— 025 -
apply
f.24--
0154~
set all to this common window 0.1
0.054--:
S

N s s A B B B A RS R T
12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 3¢ 36 38 40
Cycles

fit all I

[V show data of hidden graphs
PCR efficiencies

Sample: [37 ﬂ _»] [wdd prigs VIC-TAMRA [V display in araph show al

Correlations (R) | Points Included |

PCR: efficacite-

[Z LinRegPCR: Analysis of Real-Time PCR Data

LEE

File Y-axis
All Samples View IndividualSampIel FitOptions |  AlData | SampleData | showorhide |
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PCR: efficacité-9

PCR inhibitors: PCR enhancers:
Hemoglobin, Urea, Heparin DMSO, Glycerol, BSA
Organic or phenolic compounds Formamide, PEG, TMANO, TMAC efc.
Glycogen, Fatty acids, Ca?+ Special commercial enhancers:
Tissue matrix effects ( ?!1?!?) Gene 32 protein, Perfect Match, Taq Extender,
Laboratory items, powder, etc. AccuPrime, E. Coli ss DNA binding

Sy /

real-time PCR efficiency and
amplification performance

RNA/DNA |~ o DNA

degradation \ concentration
sampling and ‘ PCR reaction

tissue degradation components
unspecific hardware:
PCR products PCR platform & cups
lab management DNA dyes cycle conditions
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Quantification Relative-1

Elle consiste en la comparaison directe de deux conditions données
par la détermination du ratio de la quantité de cible entre les deux
conditions. Cette approche nécessite la quantification en parallele

pour chaque condition de la quantité d’'un gene de référence.

Box Plot (Study: zaeaezaez) )
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Quantification Relative-2

* pas besoin de courbe de standard
« calcul des résultats par comparaison des Ct
* nécessité de définir :
- un gene domestique (ex GAPDH) servant de contrdle endogene

- un calibrateur servant de standard

v le contréle endogéne permet de normaliser:
- le dosage de ’'ARN
- la qualité de ’'ARN
- I'efficacité de la réverse transcription
v'Le calibrateur :
- représente I’état normal en terme physiologique
- exemples: culture cellulaire non traitée
organe non atteint par une pathologie
lignée sauvage
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Quantification Relative-3

Choix d’un gene de ménage:

Définition:
*Son expression doit étre identique dans tous les échantillons de I’étude.

Son niveau d’expression ne doit pas étre affecté par un traitement
expérimental

Il subit toutes les étapes de la QPCR avec la méme cinétique que les genes
d’intérét.

Il n’existe pas de gene de ménage « ubiquitaire ».

‘Un gene de ménage n’a de valeur que pour une espece, un tissu, un type
cellulaire, un état physiologique donné.

*Bien souvent un seul gene de ménage n’est pas suffisant pour normaliser.

|l est preferable d’utiliser une combinaison de plusieurs genes.

http://get.genotoul.fr
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Quantification Relative-4

Choix du (des) genes de ménage:

 Recherche bibliographique. Design des amorces, validation des QPCRs
(efficacité des amorces, essais sur les échantillons contréles et traités,..)

« Utilisation de plaques dédiées.

Plagues contenant oligos ou sondes correspondant aux genes de ménage
couramment utilisés pour une espece. Oligos ou sondes certifiés ayant

une efficacité de 100% (??). Format de plagues 96 puits ou Microfluidique Card.
 Rechercher vos génes de ménage dans une population représentative
d’échantillons contréles et traités (n>6 pour chaque population)

 Quelque soit la méthode choisie, larecherche des genes de référence se
fera a I'aide d’un logiciel: GeNorme, Normfinder, Best keeper, Genex

1 ’ 2 I 4 ’ 5 ‘ 6 l 7 ‘ 8 ‘ 9 ‘ 10 ‘ 11 ‘ 12

A [iss |GAPDH PRTT | [GUSB [18S |GAPDH HPRTI [GUSB [18S |GAPDH PRT1
5 cts  CETNN S S e BN MBS S - CETI ENES S
¢ P T —r—-r—cﬂa M T TERGEN

’— EONENNNN ESSIGHMM FiFRi  PEST GO ESMESMN FiFRI PRSI
| ¢ [RBELL T ECRINNN NERSNES) hreLio  ABLL EEFINNN NEESERS) MEPL1  (ABLL
| H  [FoPATT RRESTEN ERED e
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Quantification Relative-5

Change Data GAFPD ACTB BIM HMEBES HPRTI RPLI3A SDHA TEFP UBC YHWAZ
FIBL 5.16E-01 4.99E-01 3.28E-01 3.06E-01 4.83E-01 3.36E-01 3.94E-01 4.38E-01 4.47E-01 5.73E-01
FIBZ 2.88E-01 2.39E-01 4.78E-01 1.16E-01 3.14E-01 Z.40E-01 2.51E-01 2.36E-01 2.22E-01 3.52E-01
FIB3 1.61E-01 2.62E-01 4.78E-01 8.94E-02 1.48E-01 2.73E-01 ZA1E-01 1.86E-01 1.78E-01 3.07E-01
FIB4 4.62E-01 1.51E-01 L.OOE+00 2.08E-01 2.85E-01 2.77E-01 3.76E-01 1.15E-01 3.72E-01 2.22E-01
FIBS 6.95E-01 6.79E-01 6.00E-01 3.34E-01 7.66E-01 5.82E-01 5.54E-01 8.02E-01 5.73E-01 8.52E-01
FIB6 1.15E-03 1.60E-04 1.50E-03 5.94E-03 7.65E-04 1.55E-03 9.35E-04 9.60E-05 3.77E-04 6.90E-04
FIB? 4.88E-01 5.74E-01 5.90E-01 3.59E-01 5.13E-01 4.35E-01 4.38E-01 5.73E-01 4.18E-01 6.86E-01
FIBS 1.93E-01 1.§4E-01 4.85E-01 7.72E-02 1.52E-01 6.33E-01 1.34E-01 1.09E-01 1.82E-01 1.70E-01
FIBY 3.94E-01 2.81E-01 5.86E-01 1.38E-01 3.86E-01 4.78E-01 3.81E-01 3.28E-01 4.11E-01 342E-01
FIB10 1.19E-02 5.50E-03 1.28E-02 6.14E-03 9.39E-03 2.03E-02 1.62ZE-02 8.90E-03 1.03E-02 1.23E-02
FIB11 1.68E-02 8.11E-03 2.32E-02 1.68E-02 1.37E-02 4.85E-02 4.25E-02 1.11E-02 2.25E-02 2.38E-02
FIB1Z 1.11E-02 1.43E-02 ZAZE-02 8.55E-03 1.19E-02 3.11E-02 3.92E-02 1.37E-02 1.77E-02 1.54E-02
FIB13 8.44E-03 7.14E-03 1.47E-02 7.46E-03 9.68E-03 1.74E-02 2.00E-02 6.04E-03 1.06E-02 1.42E-02
FIB14 5.94E-01 6.97E-01 447E-01 4.93E-01 6.24E-01 5.39E-01 5.56E-01 5.57E-01 5.50E-01 7.09E-01
FIBIS 2.84E-01 1.97E-01 1.30E-01 1.25E-01 2.18E-01 3.00E-01 2.09E-01 1.88E-01 4.46E-01 2.35E-01
FIB16 5.73E-01 4.24E-01 9.47E-02 3.32E-01 5.45E-01 3.95E-01 3.94E-01 2.76E-01 4.14E-01 5.28E-01
FIB17 7.21E-01 9.90E-01 T.21E-01 6.33E-01 8.78E-01 5.25E-01 8.81E-01 8.35E-01 8.81E-01 9.83E-01
FIB1§ 5.15E-01 5.04E-01 5.32E-01 4.58E-01 5.34E-01 5.96E-01 4.53E-01 5.08E-01 5.90E-01 4.67E-01
FIB19 1.O0E+00 1.O0E+00 7.26E-01 1.ODE+00 1.ODE+00 1.ODE+00 1.ODE+00 1.ODE+00 1.O0E+00 1.O0E+00
FIBZ0 3.99E-01 3.16E-01 2.25E-01 2.54E-01 2.84E-01 2.97E-01 3.84E-01 3.36E-01 4.41E-01 3.49E-01

M<1.5 0.687 0.864 1.076 | 0.651 0.873 0.762 0.928 0.700 0.651
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Quantification Relative-6

Average expression stability values of remaining control genes

0.9

0.8 -

0.7 1

0.6

0.5

Average expression stability M

0.3 A R

0. 2 T T T T

HMBS B2M RPL13A SDHA TBP ACTB
<::iit Leaststable genes Most stable genes ::::>

uBscC YHWAZ GAPD.
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Quantification Relative-7

Comparaison de Cts

Etape 1: normalisation par rapport au contréle endogene

Ct geéne cible — Ct co&éle endogene ACt
Si plusieurs genes de ménage:
faire la moyenne géométrique des Cts

Etape 2: normalisation par rapport au standarc

ACt échantillon ~ ACt standard — AACt

Etape 3: détermination de la variation du nombre de
copies du gene cible

2-AACt

http://get.genotoul.fr
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Quantification Relative-8

Controle Cellules traitées
Gene endogene 18SrRNA Ct 14 Gene endogéene 18S rRNA Ct 16
Géne cible MCH Ct 32 Geéene cible MCH Ct29

Quel échantillon d’ADN est le plus concentré et de combien de fois ?
18S rRNA étant utilisé comme contréle endogéne....

ACt jocmna =16 =14=2  donc  2ACt18SIRNA = 92 — 4

La concentration d’ADN de I’échantillon controle est 4 x plus
¢levée que celle de I’échantillon traité.

http://get.genotoul.fr




Quantification Relative-9

Controle Cellules traitées
Gene endogene 18S rRNA  Ct 14 Gene endogene 18S rRNA Ct 16
Génecible ~ MCH ct32 Genecible MCH Ct29

Quel échantillon contient le plus grand nombre de copies d’ARNm
MCH?

ACt =32-14=18 ACt =29-16=13

controle™ traitées™

—» AACt=18-13 =5donc 22ACt=25=32

Le nombre de copies de PARNm MCH est 32 fois plus éleve
dans I’échantillon de cellules traitées que dans le controle

http://get.genotoul.fr




Juantification Relative-10

Dosage d’'un méme échantillon sur différents appareils
de la gamme ABI. Méme différentiel.

Echantillon calibrateur et gene de réeférence sur la méme plague.

Ct1 Ct 2 ACt

5700 12.37 10.90 1.47
7000 12.05 10.47 1.58
7500 10.82 9.27 1.55
/900HT | 10.64 9.12 1.52

http://get.genotoul.fr
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QPCR Haut Débit-nanovolume-1

Quantstudio Lifetech Biomark Fluidigm
4 x 2700 points de dosage/run 9216 points de dosage/run
7nanolL/point 10nanolL/point

http://get.genotoul.fr
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QPCR Haut Debit-nanovolume-2

QPCR en nanovolume (7-10nanol)
- Nanocircuits ou nanopuits
- Pas d’utilisation de robot de pipetage
- Faible consommation de master mix et sonde

S e Rve R ) :
3 W s 03 83 I ORI
A N

[2):
;:' - Peu de matrice nécessaire (5nQ)
L1 - 2 formats : 48X48 ou 96X96
L - Trés nombreux protocoles :
- Single cell
- mMiRNASs

Plus d’échantillons sur moins de génes
Toutes chimies compatibles
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QPCR Haut Débit-nanovolume-3

Heat Map View ~ | & Show Selected Cell

@-G-|® @ & [G]Fit v | EvaGreenat20C Ct ~ Layout Inlet-based View
Detector (Inlet Position) |[r==

EXPRESSION

96 genes x 96 echantillons
5ng RNAs / 96 dosages
385uL master mix

Toutes Chimies

-Tagman
- SybrGreen
- Evagreen
EvaGreen at 20C | Chamber ID : *** | Sample Name : A2 | Detector Name : *** | Ct: *** | call: *** | Tm: *** | 999.00 - UPL
S - etc....

0.18 -

9216 ou 2034 points en 5h

0.15 - )
Sor Exemple: 20 gcha_m,tlllons en_double
£ 000 + gamme efficacité sur 7 points + T Neg

Sur 48 génes d’intérét sur 1 manip.

0.06 -

003

000 =7

Temperature

gena
toul
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aut Debit-nanovolume-4

SNP Assay (Inlet Position)

6110228 2010811
@ -T0-201-2011510

GENOTYPAGE

, .
: , g g u.g : 8:50e oe < 96 SNPs x 96 échantillons
slsleieaie [aicaie/siaimsiale oooo 8] o] 0
Clleieaiie 88 sl eiel- s ol i W sssscizmmss
OOOECOOEEOECNOE00ORRONCOEE00000000) ] I 50 : 06 wle/esle] -8 5
See ssisw mwssase sl el sl ssse s i CCEL n g O S ag eS
il EEROOOCOORE0 e8] [8/oin][=[0]_[s/@l8] i
e/eel 8] sas-siols] ] y ] i8]
o[- 8] _[@[8] 50 EOOOEEE00
siesl-lsas"iel-(siels
EEECOOORO00E ] 8]
OO000000UDENOORRE0 . EEECOC - I a I ' l an
DOEC0 elei®I 1ol q
- !

DDDZ]DDD

(@]

w/siosl s ]
[] D []UDD aee Ess | E —_—
ool HOE0
DDDEDUDDDDEDDHEGDDDDDDJDDDDDEDDDDDD - aS p ar
e/a/ae/o][@/die//s8] (8] | >
a8 lelmiesiel--leml i 0
- Fluidigm
n [_1 a
sesas-[eo/0e]

G!t‘:l [ ]
OO0EE00000ROOECOmE0)
’3 00 DDDD

B[]
OOEOEOR0O0I @]
EEOOO000
i
8] BOOmE0 OBE0O0 OEEOOC .
Hoe Li.zean eroce o 9216 pomts en 5h
81 ssices
DDD DHD @@ Dﬂ 1 GDDDH
00000 EEOE

DDDEDDDDDDCDDDE{]DDD @
OO000E00EE
DDUDDUUDDDDDDD OREOEEOE0

{uomsod 19ju) ajdwesg

@[] |

8]
OO0
DDDDDDDCDDDDDDCDDDDDDDDD
DDDDDDDDDDGC}DDDDDDDMDDD

@] =]
(@8]
]
HC -
=]

@
DEECOEE

DDD I
DDDDDHD

0oa!

B0 @[]

(@886 [8/8/@]|

000000 EE|
DDDDDDDDDDD’JDDDDD
008000008000000
slejel [ [o/e/e]-|o/e]- [o/e/ao/e/-[8] |
DDDE’JDDDDDDZ}DDDDDDDD

@
|
@
a0k
@]
@
@]
CIOEC
@]
BOEOOK
BOEEO
@]
@
@
@]
O
@]
@
@]
@

@]
@]
0
@
@
@
@]
0
@
@]
0l
@
@
=]
@
@
@]
o]

OEOEOOOE
@]

isaaees | @
DEDDDDDDDZ}D

ols]
]
[

aC

DDDDDDEDDDDDDDJDD

DUDD
DDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDD

DDDDDDD
BEOO00000
rD]DDDZ]DDDCJDDDDBBDDDDD%EDDDD

OmOO| 00000 (@@

eee] ’JDD_DDD_JDDEC!DDC]DDEZ!DD;_‘DDD:!DDEDDDDDDLZ}DDEDDE 0o000)

$5-T0-341-202:0110 DDDD E_!
DDDEZ}DDDDDDZ}DDEDDD

http://get.genotoul.fr fkE



el

Génome et
Transcriptome

3

Bilan et Consells

*Apportez beaucoup de soin a la mise au point et a la validation de votre QPCR
(Oligos, efficacite, robustesse).

*Soyez tres rigoureux sur le choix de vos genes de normalisation (nombre).
*Soyez vigilants aux paramétrages de vos machines QPCR

Paramétrez correctement vos plans de plaque avant de lancer
une analyse ( puits vides, type de fluorescence, controles..)

Quand un signal est faible et peu reproductible toujours pensez a
diluer la matrice plutét qu’a en augmenter la concentration.

ET SURTOUT...REGARDEZ vos RESULTATS (COURBES D’AMPLIFICATION,
COURBES DE DISSOCIATION, NIVEAU DE FLUORESCENCE DE LA

REFERENCE PASSIVE,....)

NE TRAVAILLER JAMAIS SUR LES Cts BRUTS EXPORTES A LA FIN DE LA PCR.

http://get.genotoul.fr
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Quelques références:

PROTOCOL |

Quantification of mRNA using real-time RT-PCR

Tania Nolan!, Rebecca E Hands? & Stephen A Bustin?

‘Sigma-Aldn'ch, Homefield Road, Haverhill, UK. 2Institute of Cell and Molecular Science, Barts and the London, Queen Mary’s School of Medicine and Dentistry,
University of London, Whitechapel, London E1 1BB, UK. Correspondence should be add d to S.A.B. (sabustin@gmul.ac.uk).

Published online 9 November 2006; doi:10.1038/nprot.2006.236

Clinial Chemistry 55:4 Special Report

The MIQE Guidelines:
Minimum Information for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiments

Stephen A. Bustin,'” Vladimir Benes,? Jeremy A. Garson,** Jan Hellemans,” Jim Huggett,®
Mikael Kubista,”® Reinhold Mueller,® Tania Nolan,'® Michael W. Pfaffl,'* Gregory L. Shipley,'?
. . . Jo Vandesompele,® and Carl T. Wittwer'3'4
Nucleic Acids Research Advance Access published January 6, 2012
Nucleic Acids Research, 2012, 1-10
doi:10.1093/nar|gkr1259

Correction of RT-qPCR data for genomic
DNA-derived signals with ValidPrime

Henrik Laurell™*, Jason S. lacovoni', Anne Abot', David Svec®?, Jean-José Maoret'*,
Jean-Francois Amal™® and Mikael Kubista®®

Inserm/Université Paul Sabatier UMR1048, Institut des Maladies Métaboliques et Cardiovasculaires (I2MC),
BP84225, 31432 Toulouse cedex 4, France, 2Laboratory of Gene Expression, Institute of Biotechnology,
Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague, “TATAA Biocenter AB, Goteborg, Sweden, “Plateforme
GeT (Génome et Transcriptome) du Génopole Toulouse, Toulouse, France and °Faculté de Médecine,
Université de Toulouse Ill and CHU de Toulouse
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GeT-TQ@genotoul.fr

jean-jose.maoret@inserm.fr

frederic.martins@inserm.fr

Pour toutes précisions sur ValidPrim:
Henrik.Laurell@inserm.fr

http://get.genotoul.fr ? i
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Logiciels d’analyses a disposition sur le plateau

- VIIA7 Software v1.2 (Lifetech) 5!

* Fluidigm Real-Time PCR Analysis v3.0

-

. DataAssist v3.0 (Lifetech) m
 GenEx Enterprise v5 m

http://get.genotoul.fr
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Logiciels d’analyses a disposition sur le plateau

ViiA7 Software v1.2 Ei!

 Avantages :
Suivi simplifié de la discrimination allelique (SNP)
Exportation des données en RDML (MIQE)

- Inconvénients :
Logiciel dédié aux runs ViiA7

http://get.genotoul.fr
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Logiciels d’analyses a disposition sur le plateau

Fluidigm Real-Time PCR Analysis v3.0

 Avantages :

Permet |'analyse de 9216 points QPCR (puce 96*96) sous
forme de Heat Map

Facilité de paramétrage et d’utilisation
Exclusion des points a partir des dissociations

« Inconvénients:

Donne seulement la pente des courbes standards, pas de
calcul de I'efficacité

Normalisation avec un seul gene de référence
Logiciel dédié aux runs BioMark

http://get.genotoul.fr
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Logiciels d’analyses a disposition sur le plateau
I

DataAssist v3.0 m

 Avantages :
Analyse de tous les fichiers issus de runs Applied
Vérification de la stabilité des génes
Travail sur des groupes biologiques
Exportation graphique des données

- Inconvénients :
Aucun moyen de vérifier I'éfficacité
Interface peu conviviale

http://get.genotoul.fr
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Logiciels d’analyses a disposition sur le plateau

GenEx Enterprise v5

 Avantages :

Analyse de fichiers issus des machines Applied, Agilent,
Biorad, Corbett, Eppendorf, Fluidigm, Roche, Illumina

De tres nombreux outils de pré-traitement des données
(correction d'efficacité, moyenne des réplicats,
Normalisations genes et échantillon...)

Applications intégrées : geNorm, NormFinder, etc...

- Inconvénients:
Difficultés de prise en main

http://get.genotoul.fr
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ViiIA7 software v1.2

Fle Edt Instrument Analyss Took Hep
] New Experment ~ | 5 Open... kd Save + i Cose | I Import... + &9 Ceate Side... &) Print Report...

Experiment: ViiA796-Well Relat... Type: Relative Standard Curve Reagents: TagMan® Reagents [ i Analysis Settings z P 1]
ermet I'analyse de 96 ou 384

Ampiification Plot

Plot Settings .
Plot Type: ARn vs Cycle » Graph Type:ilog » Plot Color:'Well wals 3 8 iew Loge g po I ntS

V| Save current settings as the defauk

A L A

mmammaeaaomm | ViSualisation :
- des courbes d’amplifications

- des courbes de dissociations

Amplification Plot
AR |5 |5 |8 |5 |8 |8 |5 |8 |8 |8 |8 |

Standard Curve BE |s |5 |5 |5 |8 [0 |5 |8 |5 |§ |§ |
Gene Expression
. u Analyss Toos Helb
" |- e o Ju [ o Ju [v | ——————————————————
Plot 5 open... i Sve - B Cose | B Import.. + @ Create Side... £ Prt Report...
Raw Data Plot Experiment: ViiA7 96-Well SYB... Type: Standard Curve
) v Tv v Jv [u [v |
QC Summary
Plot Settings |
Plot |Derivative Report... w Target All . Color well -
HMultsple Plots View
II-II-II-II-II-I!- [7] Save current settngs as the default
f ou' . .
QcPot ' ' Y
Melt Curve Plot

LBLELmLELE

R

Options '\
Taget A u] Theshot: Ao g gwcocmmmmgm
Show: [7] Threshold — (| Baselne Start: Wel W Target & Baseine End: Wel W Target & E
wets: [l 60 B30 [J 6 0 Empty | -
2
A well Summary: 1n Plate: 96 Set Up: 96 Analyzed: 96 Fagged: 0 Omited by Anaiysis: O Oentted Manualy: 0 Samples Used: 4 Targets Used: 2 z
" 5

0 0 o wo o

Tempershure: (‘(‘Sv

A e MC WD ME M MG MK ‘
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software v1i.2

Calcul des Fold
Change ou RQ

Calcul de l'efficacité

QC Summary de la PCR

A~ 7 Sftsae i
Fle EOk Instrument Analyss Tools Help
[&] New Experiment - | 5 Open... |l Save - B3 Cose | B} Import... - 49 Create Side... &) Prnt Report...

7S

Fle EGC Insiument Andyss Toos Heb

Anakss Tools Help
5 Open... i Save ~ =} gosej -f Import... ~ &9 Create Shde... &) Print Report.

] New Experment - | &5 Open... Il Save - i Cose | B import.. « &P Create Side... &) Pt Report...

TJ Experiment: ViiA796-Well Relat...

Type: Relative Standard Curve

R Experiment: ViiA796-Well Relat... Type: Relative Standard Curve

- Standard Curve - Gene Expression
N Plot Settings h Plot Settings
went: ViiA7 96-Well SYB... Type: Standard Curve h TS PINSSCL AN L b G Taget___ [y h R L T B AU I e T L
> O Save current settings as the default o |71 Save cument settngs as the defaut
= O PLranhaRrr =
Standard Curve | :‘:
PRERN | PRERNI =
Flag: Description Frequency Wells @ %075 | Standard Curve s
'''' n control lo = was e | by
BADROX Bad passive reference signal 0 el n = — o
OFFSCALE Fuorescence 5 offscale 0 plot LEE) Plot oot
HIGHSD High standard deviation in rephcate group [0 e Oata ot i Ravw Data ot 278
NOAMP No amplfication 0 Pt w7s et ot
NOISE Noise higher than others in plate 0 e | e b 1705
SPIKE Noise spkes 0 e =
NOSIGNAL _ [No signal in wel 0 ot s oot A y
OQUTLIERRG |Outler i replcate group 0 S - = - - = o . I
EXPFAIL Exponental aigorithm faded 0 = o st
|BLFAIL Baseine algornthm faled 0 s P — # 4 £ 4
THOLDFAIL _|Thrashoiding aigonthm faled 0 g ; st
CTFAL Cr algortthm failed 0 [lm Mo P"‘=*°
MTP Multiple Tm peaks 0
Ao Well Summary: In Plate: 06 Set Up: 96 Analyzed: 96 Fagged: 0 Ao ‘Well Summary: In Plate: 96 Set Up: 96 Analyaed: 96 Flagged: 0

RS o5l .
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File Edit

Report Tools Help
DIHB- - 0 e

slofafalalafalalalalolalalalalals

Summary - radioter1_28012012 @ | EvaGreen + | ) Show Selected Rows
3 Analyss Views.
Caltrat
@ Sample Setup Name Style Calirator Count
&l Detector Setup FeF1 | Weighted Linear

F&2 | Weighted Lnear
FGR1 ‘\Ve\r'hed Linear
o2 Weighted Lnear
FGR3 Weighted Linear
FGFR4 Weighted Linear
FoxXo1 Weighted Lnear
FaK | weighted Lnear
Kb Weighted Linear
HeE | weignted Lnear
HIF1 Weighted Linear
HIF2 | Weighted Lnear
ux

Cick the Analyze button =

“To analyze a chp run fle forthefrst tms o

-#ter snslyss parameter s changed 2
Lia
Integrin a4

Analysis Settings

[aPcR [McA | » Integrin a2 | 7
Anslyze 2 chip un usng one of the O threshold ()] meowd 50 ofs (o] « -
methods below.

@ | & pazs | lgFoi | G ToggleLog

¥ you choose & Menusl method, you can enter the.
desred Ct threshoids).

Qualty Threshold: 065

ogrin 8260
Slopey=-3.32x+12.85; REO.9761
1580 ¥
1830
1600
1470
1440

1410
1380
1350
1320

1290 A N

Courbes standards

b MxcL
MxC2
MxC3

] 4[4 Record 10f4 [»

Chamber
592:453
533453

534453

595453

a Concent... Eror cal
27 1 oowooser.| v
13.86| 05 0000153 ¥
15.12) 0.25 00%s94.| ¥
1566 0.125 0.0355547..

| e
eport  Tools
-

|8 | ] Results Table ~ o, Show Selected Rows

Résultats sous forme de tableau exportable
Ct, Delta Ct Sample, Delta Ct Reagent,
Delta Delta Ct, Fold Change, Tm...

Experment Information

.. Sample EvaGreen

. Name R...
w | FHC [Un + |PDu| s [HERT
BT T

o we o

- |3 o | No...|... |HPRT
T T . [Nowwr|one |reRT
o T [Mu... ... |HoRT
e Ju | ™ . HRT

. HPRT

B T R e =
1| Record 4243 0f 9215 [ ][] ] ¢

& .
SF

HPRT

EvaGreen
ct Delta Ct Sample Delta Ct Reagent Delta Delta Ct ™m
vable Ca.. Q.. Cal  The.. Vabe Qu.. Cal vabe Qu.. vae FoldChange Quaity Cal InRange OutRa.. Pesk...
13.86| 0.15| 097 0.008 0.15/ 095 & 054 097 ¢ -0.13 109307052, 0.95 ¥ 79.74 999.00 100
171 558 099 ¥ | 0008 L27| 095 ¥ | 33 099 ¥ 129 041010737 035 ¥ | 7899 99900 100
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0,09929911
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057 ¥ | 0005 070 095 & 707 097 o 068 L59727685 095 o | 7679 %9.00 100
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SNP Assay (Inlet Position)
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Génotypage SNP avec sondes

Kaspar
Fluidigm
Tagman
etc...

[53] SNP Call View - | 1, Cartesian Display = [ Full Range - | [#, Show Invalid ~ ||
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Echantillons Genes Parametres d’Analyses

ﬁoﬁﬁ@

File Help
RSP T & 0w =
i Data
Experiment Design | Cr Data
-Sample Design | -Assay Design r-Analysis Settings
Sample Name Vroup Omit Assay Name YI’DE Omit ‘ Maximum allowable Ct value: 400 } v
fsample 1 ] [SAPDH arget [ Include max Cr values in calculations: [No v |
Sample 2 @] HIF1A Selected Control (@]
Sample 3 [ KIM1 [Target = Exdude outliers among replicates:
Sample 4 = 50CS3 Target =
Sample 5 |} Choose r lization method: | Arithmetic Mean
Sample 6 |}
Sample 7 |} Select endogenous controls for analysis:
Sample 8 = A
Reference sample/aroup (calibrator): |Sample 1 v |
Upload a sample design file: Upload an assay design file: ‘ Perform Analysis
|
~Analysis Results
Average CT | ACT ] 24CT l Fold Change (RQ)|
! Assay Type Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5 Sample 6 Sample 7 Sample 8
|GAPDH Target 18.4281 18.5291 17.2302 17.63 18.6512 18.2439 17.767 17.9046
HIF1A Selected Control ~ 21.7574 21.9328 21.4708 21.7787 22.7902 22,48 22.6617 23.107
KIM1 Target 22,359 22,4956 21.6736 21.8592 23.01 22,9255 23.3153 23.6004
50Cs3 Target 30.8871 30.5171 30.0104 31.0944 32.9451 32.2544 31.9873 34,5469

Résultats

geno
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Analyses de données issus de plusieurs runs (plaques)

Dai
File Help
GSsPET & @ [select study -]
Experiment Data
Experiment Design | 1 Data
[ Sample Design [~ Assay Design [ Analysis Setting:
Sample Name Group Omit Assay Name Type Omit Maximum allowable C value:
Indude max CT values in calculations:
Exdude outliers among replicates:
@ New Study g
Adijust p-values using Benjamini-Hochberg False Discovery Rate :
Description: ‘ | Choose normalization method: | Endogenous Contral -
rFiles induded in study Select endogenous controls for analysis:
File Name
Reference sample/fgroup (calibrator): E
IZDlZ«CIZﬂ 1Desirtest1-ViiA7-export. bet
IZU].Z-UZ—UQ 141231-ViiA7-export. bt

Upload a sample design file:

Perform Analysis

Analysis Results

Average CT | ACT | g2CT I Fold Change (RQ)

[] Check/uncheck All

f Add Files | [ oK ] [
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File Help
GEF T & @t v
[ Experiment Data
Experiment Design | CT Data
=
File Name Wwell Assay Type Sample Group Cr Adjusted CT Omit
C:\Wsers\FRED Desktop\Analyse_DataAssist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data txt Al GAPDH  Target  Sample 1 18.0313 [18.0313
(C:\Users\FRED'Desktop\Analyse_DataAssist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.bet A2 GAPDH  Target  Sample 1 17.9575 |17.9575
C:\Users\FREDDesktop\Analyse_DataAssist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.txt A3 GAPDH  Target Sample 1 19.2954 (19,2954
(C:\Users\FRED'Deskiop\Analyse_Datadssist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.bet €1 HIF1A  Selecte... Sample 1 215082 21,9082
(C:\Users\FRED\Desktop\Analyse_DataAssist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.txt  C2 HIF 1A Selecte... Sample 1 21.6755 21.6755
(C:\Users\FRED'Desktop\Analyse_DataAssist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.bet €3 HIF1A  Selecte... Sample 1 21.6884 21.5884
(C:\Users\FRED\Desktop\Analyse_DataAssist|\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.txt  E1 KIM1 Target  Sample 1 22.2286 [22.2286
C:\Wsers\FRED DesktopAnalyse_DataAssist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.txt  E2 KIM1 Target  Sample 1 22,23 22,23 )1 )
(C:\Users\FRED'Desktop\Analyse_DataAssist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.tbt  E3 kM1 Target  Sample 1 226184 226184 x (outher replicate) P a ra l I l et re S d A n a Iys e S
C:\Users\FREDDesktopAnalyse_DataAssist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.txt  G1 S0CS3  Target Sample 1 31.1685 31.1685
IC:\Users\FRED\Desktop\Analyse_DataAssist|20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.txt G2 S0CS3  Target  Sample 1 30,5512 30,5512
(C:\Users\FREDDesktop\Analyse_Datassist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.txt  G3 SOCS3  Target Sample 1 30,9417 30,9417 /
(C:\Users\FRED'Deskiop\Analyse_Datadssist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.bit A4 GAPDH  Target  Sample 2 18,4843 18,4849
(C:\Users\FRED\Desktop\Analyse_DataAssist|20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.txt A5 GAPDH  Target Sample 2 18.7216 18.7216 ,Analysis semngs /
C:\Wsers\FRED DesktopAnalyse_DataAssist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.txt  Ag GAPDH  Target  Sample 2 18,3809 18,3809
(C:\Users\FRED'Desktop\Analyse_DataAssist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.bet €4 HIF1A  Selecte... Sample 2 21.9567 (219567 -
(C:\WUsers\FRED\Desktop\Analyse_DataAssist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data,tet €5 HIF1A  Selecte... Sample 2 21,9039 219039 Maximum allowable Ct value: 40.0
(C:\Users\FRED\Desktop\Analyse_DataAssist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.tbet €6 HIF1A  Selecte... Sample 2 21.9378 219378 - -
C:\Users\FREDDesktopAnalyse_DataAssist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.txt  E4 KIm1 Target  Sample 2 22.354 22,354
(C:\Users\FREDDeskiopAnalyse_DataAssist|20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.txt  ES KIM1 Target  Sample 2 225121 [22.5121 e 1
(c1\Users\FRED\Desktop\Analyse_DataAssist\20110530 hkz hypovie hf ter_databxt  ES  KIM1  Target  Sample 2 22626 22626 Indude max C values in calculations: |No |
(C:\Users\FREDDesktop\Analyse_DataAssigig0 110930 hk2 hypoxie hif ter_data.bt G4 S0CS3  Target  Sample 2 30.8779  30.8779 e
(C:\Users\FRED\Desktop\Analyse_DataAssig 0110930 hic2 hypoxie hif ter_data.txt G5 S0CS3  Target Sample 2 30,806 130.806
C:\Wsers\FRED DesktoplAnalyse_DataAgfist\20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.txt  Go 50CS3  Target  Sample 2 29,8675 29,8675 R 8
(C: Wsers\FRED Desktop'énalyse_Datgffssist|20110930 hk2 hypoxie hif ter_data.bt A7 GAPDH  Target  Sample 3 16.7267 (16,7267 Exclude outliers among replicates:

Choose normalization method: [Arithmeﬁc Mean v ]

Ct Data Table

Select endogenous controls for analysis:

Reference sample/group (calibrator): Sample 1 v\

Perform Analysis
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= o E=—— 3 . ~
@ Control Selection N (| B
~Ct Plot Control Selection 7
Control Plot (Study: test) - ol Ay Stability

Veérification de la stabilité
des genes de références
en terme de Ct

Cr
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Calcul de la moyenne des Ct

~Analysis Results
Average CT I ACT l >-ACT I Fold Change (RQ) I
Assay Type Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5 Sample 6 Sample 7 Sample 8
GAPDH Target 18.4281 18.5291 17.2302 17.63 18.6512 18.2439 17.767 17.9046
HIF 1A Selected Control 21.7574 21.9328 21.4708 21.7787 22.7902 22.49 22,6617 23.107
KIM1 Target 22.359 22,4956 21.6736 21.8592 23.01 22,9255 23.3153 23.6004
SOCS3 Target 30.8871 30.5171 30.0104 31.0944 32,9451 32.2544 31.9873 34.5469
-Analysis Results
[Average CTI ACT l 2ACr | Fold Change (RQ)|
Assay Type Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5 Sample & Sample 7 Sample 8
GAPDH Target -3.3293 £0.752 -3,4037 £0.1746 -4.2406 £ 0.5375 -4.1487 £0.3051 -4.1391 £0.561 -4.2461 £0.1085 -4.8947 £0.2522 -5,2024 +0,1928
HIF1A Selected Control 0.0 £0.1308 0.0 £0.0268 0.0 £0.3577 0.0 +0.0065 0.0 £0.0461 0.0 £0.275 0.0 £0.5473 0.0 £0.2307
KIM1 Target 0.6016 £ 0.2246 0.5628 £0.1341 0.2028 0.2559 0.0805 £0.1153 0.2198 £0.0429 0.4355 £0.0974 0.6536 £0.0367 0.4934 £0.0354
50Cs3 Target 9.1298 £0.3122 8.5843 £0.5637 8.5396 % 0.6869 9.3157 £ 1.3424 10.1548 +0.6059 9.7644 £ 1.6693 9.3256 £0.65 11,44 £ 2.0096
~Analysis Results
[Average cr | ACT | z‘ACT‘ Fold Change (RQ) I
A Type 2 Sample 1 Sample 1 Sample 1 Sample 2 Sample 2 Sample 2 Sample 3 Sample 3 Sample 3 Sample 4 Sample 4 Sample 4
RQ) (RQ Min) (RQ Max) RQ) (RQ Min) (RQ Max) RQ) (RQ Min) (RQ Max) RQ) (RQ Min) (RQ Max)
HIF 1A Selected Control 1.0 0.9133 1.0949 1.0 0.9816 1.0187 Lo 0.7804 11.2813 1.0 0.9955 1.0045
GAPDH Target 1.0 0.5938 1.6842 1.0529 0.9329 1.1884 1.8308 1.2958 2.7298 1.7646 1.4282 2.1802
KIM1 Target L0 0.8558 1.1685 1.0273 0.9361 L1273 13184 1.1041 1.5743 1.435 1.3248 1.5545
Focss Target 1.0 0.8054 1.2416 1.4595 0.9874 2.1572 1.5054 0.9351 2.4235 0.8781 0.3467 2.229

geno
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Box Plot (Study: test) = = Distance Measure: |Eucidean Distance v | Clustering Method: | Average Linkage v | Map Type: |Assay Centric v | Color Scheme: Red Green |
234
233 Zoom
22 = Heat Map (Study: test)
230 8
2289
——T
@~ : : |
| . SOCS3
224 |
- 223 D
O : GAPDH
g @ :
KIM1
217 2
218
:: | = N -— ™ [{e] Io} < M~ [o0]
23 L oo 0o o 0o 0 O O
212 & o o o o o o o o
B EEEEE
- o L T o © ~ @ 8
E 2 2 2 2 2 2 2 |
. QG @ F QR aR
o @ @ ) w w @ @ 1
Reference: Sample 17v} Plot Type: :Ra/sTar_QQt :\ Graph Type:
RQ Plot (Study: test, Reference: Sample 1, Plot Type: RQ vs Target, Graph Type: Log10)
06
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04 i
03
i
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\
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I ‘n |
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0.4
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E e
% Fle View Took Anabysis Hep o ]
S IEETY

Flef Gene | PCA | Cluster | Networks | Rearession | 3way | Statistics | Comelation | Exp. design|

j [lanalyse_genex_effi.mdf] -

JB F\Ie'é}; Ed\t'D Gnd'i’"n_ Pre-processing ™ E%Load JA:“ & f J% B :j \‘v i 1 "
A‘ D ‘\Tw E | F | ‘G L\_\] Hd | [ ] ‘ I FOnCtIOI"IS .

939 939 999 999 999 939 999 999 999 9
13629688487 10 654430566 13 782693713 |18 684705422 |18 347675428 15261345096 17.918212622 54228998339 8 9649571736 13
12148853386 10 682808201 13 725315377 |17 376962653 17.398068128 14 729008268 16495009071 |5 4459071871 85079098414 14
12 341848686 10 532651191 13 396781915 |17.374340001 |17 570383556 14 051177645 13 691911516 |5 4594581021 8 3234356336 15
13404989887 11356992649 13 836809095 | 17176943911 17 660805862 15501803653 14404009125 |5 9985381714 94537553402 16
13084419046 10 952086069 13458755622 17 507052971 18033200164 14 817078654 14 130148542 |5 7331638252 |8 9649171301 AT |
13.156082736... 10.560545470... 13448926673 17663369966, 17.963107395. 14.927034624. 14 270096267._. 54243258230, 89260315911 . 18
13436261091 . 10.795653911 13 766299166 |17.720542043 |17 274549298 15.400206908. . 16.700864190_ |5 4721396931 9 2649774186 19
12191288514, 10.675217962 . 13707343804 . 16.902215103._. 17.299055462. 14.741343849. 16.679837723. 5 5262385844 0.8123183624_ 20

| B | c | I J K L
1 |FLUIDIGM A REFERENCE B C D E F GAPDH G #Repeal Hefficacite . . .
2 |cta 12.414466504... 11.601442315... 14.522952344... |14 534715034, . 14.449105324. 15.944565324. . 17.679733204... |5.1249210744... 8.9881137958... 1 - Correctlon EﬁlcaCIte
"3 |c2a 11.869152456... 11.003909564... 13.805150539... 13.459130357... 13.615543399. 14.399513918._. 15.908665130... 57396840959 8.7081501320... 2
"4 |c3a 11.160734557... 9.7605978674... 13.237666625... 14.610100756... 14.420036385... 14.231280532._. 15.753646091... 52729718645 7.6710926728... 3 . .
5 |cda 11626949724 10.654498698... 13.796600739... 14 550650865... 14.682934066... 14765674443 16.619628661... 5.6981210447._. 8.3902204748... 4 - M I t t h
"6 |C5a 12.618626812... 11.159014001... 14.373665561... 145645676817, 14.658015635... 15.235646590... 17.372434444 |6.0912316672... 8.8690756834... 5 Oyenne rep Ica S eC nlques
7 |céa 10.889007679... 10.106676649... 12.660670834... 13.204637035... 13143523198, 13.772226275... 13.294216232 52605548529 . 7.9917307192... 6 . .
8 |H20 999 999 999 999 999 999 999 999 999 9 I
"9 |Ma 13283820319 10607960157 135672008327 17 988488627 17 663756978 14 704311918 15911306257 |6 3071481523 |8 9398136626 13 et/ou blo Oglques
10 |12a 11289699047 10 165716968 13 189253960 16339598985 16 800925006 14 162826939 13 266791901 5 1942936324 | 8 3873711221 14 . <
1 [T3a 11899762834 10 286714944 12 989114493 16930070485 16 744882782 13418700159 12 061205310 |5 4080175358 |8 4874548453 15
12 |Ha 12 787508338 10 748505280 13 916091955 16 928012239 17 169435467 14 539223010 13 236493184 |6 9550367463 |9 2074436822 16 - Norm allse avec gene et
13 |T8a 12 699815959 10 752217448 13390739330 17 214374832 17 802077896 14 5633045002 13 467466683 & 6250867497 |8 7186651806 17 , . L,
14 |Téa 12 439069883 0 9854887237 12 780391121 16 446326631 16 596389326 14 123696748 13 043291907 |5 1573165348 8 5404671564 18
15 |T1b 13263263950 10 694240263 13434151476 17 550791856 16 834763098 14 955104676 15 223135473 |5 3789505490 8 6909477930 19 eChantI I |0n rEfe I’ence
16 |T2b 11664143047 10 180138079 13 160018552 | 16313611676 16 275169566 14 061249135 12 512238834 5 1962200885 |8 3807968124 20 . .
17 |T3b 1.674914656... 10.261831926... 12.981266291... 16.576892827... 16.311812479... 13.947586613... 12425894246, 5 4291364253 . 8.4648999616... 21
18 |T4b 13777395523 11.922756431.. 14.940719852... 999 19.723035400... 15.889239475... 18.792174193.__ 6.2559848425 |9 6919570145 .. 22 = AjOUt de COIOn ne/I |g ne...
19 |T5b 12.973164775... 10.905924278 . 13.411838085... 17.994003639... 17.958889269... 14.382102588... 14.307618413.__ |5.7197691234._ | 9.1190817784... 23
20 |T6b 12.608597727_.. 10.149033210... 13.068366213... | 16.930000873... 16.791580663... 14.274182760... 12.603333122.__ |5.2355470657. .| 8.6287030117... 24
21|c1a 12555274075, 1.255767106... 14.411931582... 14439779008, . 14.379825893. . 16.051471491... 19.033520864... 5 8688723087... 8.8956616892... 1
2| 11.839891669... 10.648310636... 13.511169746... 13.432620548... 13.229905661... 14.195933659_. 15.054307663... 5.4060358567... B.4650958090... 2
23 10.911171671... 9.4649063631... 12.812778143... 14.057850900... 13.998594584. 13.975173283... 14.214651576... 4.9141832330... 7.3423055038... 3 H H H H
2| 11.670111030... 10.118176746... 13.505626125... 14.016983268... 13.836911523. 14.043777285_. 14.023413325_ 54079013465 8.0028824432 . 4 > Val | d at| O n fl C h | er
25| 11.626184955... 10.582610668... 13.235652442. .. 13.507065350... 13.381173272... 13.837904819._. 13.977790684... 5.6053860975... B.1336734976... 5
2| 1 613667365 10 061898472 13 296243934 14 009166693 13 760479378 14 519217063 15 642576867 5 2602658956 7 8489190938 6
27
28|
29|
30|
31
32|
33
34
35
36| 12.928880315... 11.070336265... 14.310770720... 15.253495498. . 15.197643787... 15.895582868... 17.789149609._. |5.9882639912. . |9 1675370805... 25 2

37| 14.306611703... 12.677451271... 15.495982721... 16.683166223... 16.692720344 .. 17.228403641... 22 064438992 6.8780905453 .. 10.162980883... 26 16989

38| 14.953163121... 13.137175774... 16.223855106... | 17.381356862... 17.203924595... 17.984488360... 22 693051850, |7.4987923850... 10.887237396... 25 13979

39| 16.200007681... 14.112707438... 16.862622169... | 18.090438449.  18.132709185... 18.858061902... 999 8.2366763633... | 11.673989407_.. 125 1.0969
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5 |pool © 1.0969 16.200007681... 0.0339155585... 1 0 1
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