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Pourquoi utiliser un gène de ménage ?

Variabilité quantité d’ARN

Qualité de rétrotranscription

Variabilité pipetage

Corriger :

Expression stable dans toutes les conditions

⚠️ Problème : un gène de ménage n’est pas universellement stable

Hypothèse : 



Critères d’un bon gène de référence

Expression stable entre groupes expérimentaux

Expression similaire au gène d’intérêt (Ct proches)

Non régulé par la condition / le traitement étudié

Efficacité PCR proche de 100 % (primers testés)



Exemples de gènes candidats

GAPDH
GUSB
HPRT1
RPLP0

ACTB
18S rRNA

HPRT1

👉 Toujours tester plusieurs candidats (≥3 recommandés)



Méthodes de validation des gènes de référence

ΔCt method
geNorm

BestKeeper
NormFinder

 NormFinder = méthode basée sur un modèle statistique robuste
 Prend en compte variation intra- et inter-groupe



Principe de NormFinder

Modèle à effets mixtes

Calcule un score de stabilité

Plus le score est bas → plus le gène est stable

Peut proposer la meilleure combinaison de deux gènes



2

5 Ouvrir excel 

Installation de NormFinder

1

Nb:
Si ne fonctionne pas : Autoriser les macros manuellement

Excel → Fichier
Options

Centre de gestion de la confidentialité
Paramètres du centre

Paramètres des macros
Sélectionner :

  Activer toutes les macros (temporairement)

4 Redémarrer l’ordinateur

3
Ouvrir excel 
→ Fichier 
→ Options 

→ Compléments
→ Atteindre 
→ Parcourir 

→ Téléchargements 
→ Norminder 

 → OK



Préparation des données dans Excel

Format recommandé :

Données = Ct 

Colonnes = échantillons

Lignes 
= gènes candidats (≥ 3 gènes)

Groupes de traitement /
Temps d’arrêt



Utilisation de l’add-in NormFinder

1

2

3 4
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Exemple de résultats



Normalisation finale

Calcul ΔCt :
 Ct(gène cible) – Ct(moy geom gène référence)

Puis :
ΔΔCt

2^-ΔΔCt (expression relative



Points critiques / Limites
Un gène stable dans un tissu ≠ stable ailleurs

Impact des conditions pathologiques
Toujours valider pour chaque nouveau modèle



Conclusion

La sélection d’un gène de ménage :
Est une étape critique

Doit être expérimentalement validée
Influence directement la fiabilité des résultats RT-qPCR

Tester ≥ 3 gènes
  Utiliser NormFinder pour validation statistique

  Idéalement utiliser 2 gènes de référence
  Documenter la validation (MIQE guidelines)
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