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RT-qPCR
 

: La
 

méthode pour l’étude de l’expression génique
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Solution courante : «
 

Traiter le mal par le mal…
 

»

?



Tissus / Cellules

Extraction 
ARN totaux

1-step

 

Ph/Chl

 

(ex.Trizol)
Silica

 

columns

 

(ex. RNeasy)
Chomzynski

 

& Sacchi
…

ARN totaux

+

ADN génomique

RT-qPCR

Signal
Spécifique

Signal
Non-spécifique

ValidPrime

ValidPrime : évaluer l’impact de l’ADN génomique



La PCR vs la qPCR
 

–
 

une petite rétrospective

PCR
 

(Mullis, 1986) –
 

«
 

endpoint
 

analysis
 

»
 

: résultat OUI/NON

(Higushi

 

et al., 1993)

qPCR
 

(Higushi, 1993) –
 

«
 

Kinetic
 

PCR
 

»
 

la détection en temps réel 
d’un rapporteur ayant une affinité

 
pour l’ADN double brin



Amplification exponentielle 
Amplification 

non-exponentielle 

Phase 1 : Signal en dessous de la limite de détection
Phase 2 : Amplification exponentielle détectable

Phase 3 : Phase linéaire
Phase 4 : Phase plateau

Cq

Nn
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PCR : Amplification exponentielle…une question de timing !



•
 

Les Cq
 

sont en échelle logarithmique

Les «
 

pièges intellectuelles
 

»
 

de la qPCR…

A B

ΔCqGOIn
B -

 

A

Quand
 

N0 : Cq

•
 

Les Cq
 

sont inversement corrélé
 

à
 

la quantité
 

N0

ΔCq: 23.7 –
 

16.8 = 6.9

A
B

= 26.9 = 119 



Comment s’assurer d’une bonne spécificité
 

?
Nouveaux Design : Structure de gène / BLAST / Logiciel performant  
Primers publiés : BLAST / In-silico PCR (UCSC)

Contrôles : NTC « No-Target-Control » (primer-dimers)
RT(-) : (Réaction RT sans RTase)
(présence de l’ADN génomique)

Post-manip : Courbe de dissociation (Tm de l’amplicon) 
Analyse des produits PCR 

Electrophorèse capillaire
(MultiNA)

M

Temp

 

(°C)Temp

 

(°C)



RT(-)

ΔCq
 

[RT(-)

 

- RT(+)]

 

> 5 :  signal dérivé

 

de l’ADN < 3 % Contamination négligeable

Tissu /
Cellules ARN total

RT(+) qPCR Cq(RT+)
Signal Cq

 

RNA

Signal Cq

 

DNA

qPCR Cq(RT-) Signal Cq

 

DNA

La RT(-) :  le contrôle classique

∆Cq RNA (%) DNA (%)
0 0.0 100.0

1 50.0 50.0

2 75.0 25.0

3 87.5 12.5

4 93.8 6.25

5 96.9 3.1

ΔCq
 

[RT(-)

 

- RT(+)]

 

< 5 :  signal dérivé

 

de l’ADN > 3 % Pas de solution proposée…!!



•
 

Risque de dégradation de l’ARN (lors de l’inactivation ou la manipulation)

•
 

Inactivation partielle dégradation de l’ADNc

•
 

Composants des tampons/agent d’inactivation inhibent la RT et la PCR 

(max volume dans RT)

•
 

Augmentation du coût + temps de manipulation

•
 

Est-ce que la DNAse
 

a été
 

efficace ? (vérification nécessaire…)

…et pourquoi pas simplement traiter à
 

la DNase…? 

Le traitement à
 

la DNase
 

«
 

classique
 

»
 n’est pas une solution optimale !

Amélioration…
Nouvelle génération de DNase

 
: «

 
dsDNase

 
»

Spécifique pour l’ADN double brin 
(Articzymes/Tataa

 
Biocenter)

(Cependant >1€/point…)



Quel est vraiment l’impact d’ADNg
 

sur mon signal total ?

► Mais il faut le valider
 

expérimentalement !! 

Solution : Bon design !Gènes multi-exons:

Gènes mono-exon:
---
Gènes avec
Pseudogènes

 
:

► Moyen de quantifier
 

le signal CqDNA
et de pouvoir le soustraire du signal total

ValidPrime permet de faire les deux ! 

Approche différente :

Signal ADNg
 

: 0

Primers

 

dans différents exons 
(séparés d’un grand intron !)

Ou
Primer chevauchant sur 2 exons



Validation de qPCR
 

assays
 

avec ValidPrime

Dilution en Série

ADN génomique

Copies 
(génomes haploïdes) 10 100 500 2000 5000

Poids/génome hapl

 

:
(Ensembl

 

database)

souris : 2.98 pg
homme : 3.40 pg

NON

«
 

gDNA-Safe
 

»
A+ assay

OUI

Spécificité
 

/ Efficacité
 

?
Comp

 
amplification cDNA

Bonne Mauvaise

Changer assay

 

ou ttt

 

DNaseValidPrime compatible

Amplification ?

GOI assay qPCRGOI : Gene-of-Interest



Détermination du CqDNA
 

avec ValidPrime

Des amorces qui ciblent de l’ADNg
 

spécifiquement

qPCR
 

assay
 

ciblant une région 
intergénique

 
sans évidence de 

transcription. 
1 copie par génome haploïde
(UCSC Genome

 
browser)

ValidPrime Assay
 

(VPA)

=  mesure de la contamination de l’ADNg
 

dans échantillon 

VPA
Sample

Cq

VPA Sample

 

(RT+)

qPCR
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Détermination du CqDNA
 

avec ValidPrime

0.0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

30.0

1 10 100 1000 10000

haploid copy num be rs

C
q m5qF_2

Gapdh
VPA
Gapdh

gDNA

ΔCq

Si >1 gDNA
 

concentrations

ADNg

VPAGOI

CqgDNA
GOI CqgDNA

VPA

qPCR:
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L’ADNg
 

sert comme référence
«

 
calibrateur

 
»

ΔCq Constant !



Comment corriger le signal total (CqNA
 

) 
par rapport au CqDNA

 

?

Tissus /
Cellules ARN totale RT(+) qPCR Cq(RT+)

Signal CqRNA
Signal CqDNA

CqNA

CqRNA= -log2 −

 

CqRT+(2 CqRT-−2− )Alternative :

CqRNA2− −CqNA2= CqDNA−2−

(=  Somme des «
 

quantités relatives
 

ARN et ADN »)

+= CqDNA−2CqRNA2−CqNA2 −Quantité
 

totale :

CqRNA= -log2 −

 

CqNA(2 CqDNA−2− )

=CqDNA Cq
Sample
VPA + CqgDNA

GOI ▬ CqgDNA
VPA

ValidPrime :

NA : Nucl. Acids



Cq NA GOI 1 GOI 2 GOI 3 VPA
Sample 1 27.22 25.78 28.67 29.02
Sample 2 26.73 25.54 28.02 26.97
Sample 3 26.42 25.31 27.68 26.34

gDNA 29.62 29.41 30.60 28.61

ValidPrime : Plan expérimental
√

 
Rajouter le VPA parmi les assays

√

 
Rajouter l’ADNg

 
parmi les échantillons

=  29.02

 

+  29.62

 

−

 

28.61 = 30.03
DNA

VPA
gDNACqGOI

gDNACqVPA
SampleCqCq −+=

GOI 1
S1DNACqCqDNA

Signal provenant de l’ADNg

−− )22(log 2
DNANA CqCq

RNACq −−=
−−27.22 30.03 )22(log 2 −− =

 

27.44RNA
Cq =GOI 1

S1

CqRNA Signal provenant de l’ARN (ADNc)

100)2/2(% ∗= −− NADNA CqCqDNA

100)2/2( ∗−30.03 −27.22 =

 

14.3 %% =DNAGOI 1
S1

%DNA Fraction du signal total
provenant de l’ADNg



Pourquoi pas 
simplement faire des 
contrôles RT(-)…?!



La RT(-) :  un contrôle imparfait….(1)

1/  Les amorces «
 

GOI
 

»
 

sont conçues pour amplifier de l’ADNc, pas de l’ADNg

Stenman

 

& Orpana

 

(Nat. Biotechnol. 2001)

2/  RT(-) : souvent Cq
 

élevés : précision de la mesure diminue 
(effets stochastiques) 

Peu de matrice = moins de précision
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> 30 : SD 0.3-1.0
Cq

 
< 30 : SD 0.1-0.3



CqGOI-1 RT-

CqGOI-2 RT-

29.7 36.8

Cq
 

RT(-)

 

: Gène (GOI) -dépendent !!

GOI : Gene-of-Interest Purification par RNase-easy
Ratio conc

 

avant et après traitement DNase
(Bustin

 

2002)

Cq
 

RT(-)

 

: Echantillon -dépendent !!

La RT(-) :  un contrôle imparfait….(2)

Nombre de contrôles requis : m
 

+ m x n
m

 

: nombre d’échantillons
n

 

: nombre d’assays

Le signal RT(-) dépend des «
 

assays
 

»
 

ET
 

des échantillons

qPCRRT(-)

>50% des réactions =
Contrôles !!



«
 

ValidPrime
 

»
 

réduit considérablement le nombre de contrôles
Ex. technologie Fluidigm/BioMark

Assays

S
am

pl
es

48*96 = 4608 qPCR

 

+ 48 RT(-) = 4656 

m

 

samples

 

* n

 

assays

50 % utilisé

 

pour des ctrl nég

 

!! 

RT(-) approach
 

:

VPA

gDNA

VPA
 

: ValidPrime Assay

gDNA
 

:
 

ADN génomique

RT(-)

« ValidPrime »

m + n + 1

48 + 48 + 1 = 97

98 % diminution 

m + p
 

x n + p

48 + 192 + 4 = 246

Si  >1 conc
 

(p) gDNA

Si 4 conc
 

gDNA



Est-ce que CqDNA
 

= CqRT(-)
 

?

ARN totaux
2 tissus RT(-)

RT(+)
+100 copies 

gDNA

qPCR:
3 GOIs
+VPA
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; CqDNA
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-Cq2
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≅
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Quelle est la justesse de l’estimation de CqRNA
 

par 
ValidPrime…?

)22(log 2
DNANA CqCq

RNACq −− −−= = correct ?

Correction du signal provenant de l’ADNg
 

exogène «
 

spiking
 

»

ValidPrime
?CqRNA

GOI assays

 

amplifiant ADNg
«High confidence assays»

-Spike: 

R
at

io
 R

Q

RQ ADNc

RQ ADNc+ADNg

RQ
 

= 2-Cq

Relative Quantities

 

(RQ)

ADNc +  ADNg
 

0-5000 copies

CqNA



Proof-of-Principle
 

(1) : ADNg
 

exogène

StepOnePlus
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(19 GOI assays)

100)2/2(% ∗= −− NADNA CqCqDNA

La correction du signal de l’ADN
 

exogène
 

:
Très

 
bonne

 
à

 
<60 %DNA



Pente≈1

ValidPrime -
 

Proof of principle
 

(2) : ADNg
 

endogène

Efficacité:  A = B
Sans ADNg

2 assays
 

(A & B) ciblant le même GOI

Cq
 

GOIgDNA

 

S

C
q

G
O

I g
D

N
A

IS

Pente ?
R2

 

?

ValidPrime
( )DNANA CqCq

RNACq −− −−= 22log2

Cq
 

GOIgDNA

 

S

C
q

G
O
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D

N
A

ISA

B

3 GOIs
 

: 
Il1b
Serpine1
Chi3l3

A: gDNA-sensitive
B: gDNA-insensitive

>50 RT(+)
qPCR

CqA

 

=
 

CqB
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Cq
 

GOIgDNA

 

S

C
q

G
O
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D

N
A
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Pente >1

A
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CqA

 

<
 

CqB

Avec ADNg



Inversed Relative Quantities (1/RQ )
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Correction des signaux provenant de l’ADNg
 

endogène (GOI : Il1b ) 
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l Mean: 5.45%

Median: 0.50%

CqNA

 

(gDNA

 

sensitive assay)

%
D

N
A

Data type Correction Slope R2 n
CqNA No 1.082 0.996 81

CqRNA Yes 1.047 0.997 81

Pente : 1.08 1.05
R2 : 0.996 0.997

Data type Correction Slope R2

1/RQ [CqNA] No 1.420 0.987
1/RQ [CqRNA] Yes 1.170 0.992

Pente : 1.42 1.17
R2 : 0.987 0.992

Faible expression : %DNA 
Forte expression : %DNA 

%DNA Moyenne %DNA : 5.45% 
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CqNA

 

(VP-)
■

 

CqRNA

 

(VP+)(<60%DNA)
▲CqRNA

 

(VP+)(60-90%DNA)

Pente : 1.10 0.94
R2 : 0.979 0.988

Pente : 1.40 0.97
R2 : 0.549 0.946

Correction des signaux provenant de l’ADNg
 

endogène (GOI : Serpine1 & Chi3l3 ) 
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N
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Mean: 17.0%
Median: 9.7%

B.

ValidPrime améliore la linéarité
 

et la dispersion ! 



ValidPrime en pratique….

GOI
gDNACqVPA

gDNACq

ValidPrime GOI assay validation

gDNA

 

dilution series

ValidPrime Assay (VPA)
[amplifies non-transcribed genomic DNA]

GOI Assay (GOI)
[targets gene-of-interest]

Does GOI amplify gDNA

 

? A+

 

GOI assay
No

Yes
Is GOI(gDNA) amplification
consistent and specific (*) ? 

Yes

High Confidence GOI assay

No
gDNA

 

product present
in RT(+) samples ?

qP
C

R
V

al
id

P
rim

e

(*) Efficiency evaluation and melting curve / electrophoresis-based analysis

[eg. 5 -

 

5000 copies]

1. Vérifier la sensibilité
 

de vos qPCR
 

assays
 

vis-à-vis de l’ADNg. 

No

Yes

Redesign

 

assay



=CqDNA Sample
GOI Cq

Sample
VPA + CqgDNA

GOI ▬ CqgDNA
VPA

ΔCqgDNA
GOI -VPA

GOI qPCR
 

assay : “High confidence test”

Analogie avec le méthode «
 

ΔΔCt »
 

:
 

GOI et VPA : Efficacités équivalentes !
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C
q

VPA
Ier2

SD(ΔCq): 0.184

VPA
Gapdh

SD(ΔCq): 0.167

ΔCq

High Confidence Assay
 

: SD(ΔCq) < 0.3



Run Calculations 

Is VPA
SampleCq detectable?

GOI
gDNACq VPA

gDNACqGOI
SampleCq

A* sample (= No gDNA

 

in sample)

A+

 

assay (confirmation)

Output (CqRNA

 

) ready for downstream preprocessing analysis

CqRNA

 

(if <60%DNA)

CqRNA

 

calculation with ValidPrime-validated GOI assays

Cq(NA)
Sample

GOI = Cq(RNA)
Sample

GOI

VPA
SampleCq

No

Yes No
Is detectable?GOI

gDNACq
Yes
CqDNA
CqRNA
%DNA

Output:

qP
C

R
V

al
id

P
rim

e
CqNA

A+ or High Confidence

RT+

GOI 1 GOI 2 GOI n VPA
Sample 1
Sample 2
Sample m

gDNA

ValidPrime en pratique….



ValidPrime en pratique….le gh-validprime
 

software

Jason Iacovoni
 

(plateau bio-info; I2MC)



Sample

 

dependent

Sample

 

independent

A.

B.

qPCR

 

data (including ValidPrime controls) 

ValidPrime GOI assay validation : ≥4 gDNA
 

conc

A+ assays

GOI assays not

 
amplifying gDNA

ValidPrime-validated GOI assays : 1 -
 

3 gDNA
 

conc

GOI assays 
amplifying gDNA

confidence evaluation

VP correction
Grade %DNA High Conf Assay A+ assays High Conf. assays

A+  ND - CqNA -
A <3 % NO - CqNA

B 3-25 % YES - CqRNA

C 25-60 % YES - CqRNA

F >60 % NO - HIGHDNA

OutPut Data/Flags

Grade %DNA ValidPrime correction
A <3 % NOT NECESSARY
B 3-25 % YES
C 25-60 % YES
F >60 % NO

ValidPrime GOI assay validation and grading

High Confidence GOI assay



Envie de savoir plus…

henrik.laurell@inserm.fr



► Human
► Mouse
►“Universal”

 vertebrate

“SYBR”
ou

TaqMan

Envie d’essayer ValidPrime…

Distributeur 
France :



Quelques notions à  retenir

gDNA-sensitive

qPCR
 

Assays

gDNA-insensitive
A+ (gDNA

 

Safe)
CqDNA

 
et %DNA :

«
 

Sample-dependent
 

»

Niveau d’expression (ARNm)
Niveau de contamination (ADNg)
Pseudogènes ?

«
 

Sample-independent
 

»
!

Prenez soin du design de vos «
 

assays
 

»
et 

Vérifier in-silico
 

ceux des autres avant de vous en servir…



Comment désigner «
 

A+
 

(gDNA
 

Safe) » assays

Exon x Exon x+1Exon n Exon n+1

Exon n Exon n+1

Intron n

Max 8 nt

ADNg

ADNc

1) Un primer chevauchant entre deux exons 

Exon n Exon n+1
Intron n

Min 0.8 kb

2) Primers
 

dans deux exons séparés par un grand intron 

ADNg

Primer Blast (NCBI) / In-silico
 

PCR _Genome
 

browser (UCSC)



http://genome.ucsc.edu/



In-silico
 

PCR : un outil très utile pour la qPCR



Vue instantanée de la structure du gène  
L’amplicon ciblée par les amorces indiquée

In-silico
 

PCR/ Genome
 

Browser



Un grand merci à

Jason Iacovoni, 
Jean-José

 
Maoret, 

Mikael Kubista

…et à
 

vous !!
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Supplementary

 

Figure 1 Derivation of CqRNA
DNA
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