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Pourquoi utiliser un gene de ménage ?
Corriger :

e Variabilité quantité d’ARN
e Qualité de rétrotranscription

e Variabilité pipetage

Hypothese :

Expression stable dans toutes les conditions

Probleme : un gene de ménage n'est pas universellement stable



Criteres d’'un bon gene de reférence

Expression stable entre groupes experimentaux
Expression similaire au gene d'intérét (Ct proches)
Non régulé par la condition / le traitement etudie

Efficacité PCR proche de 100 % (primers testés)



Exemples de genes candidats

GAPD
GUSB
HPRT1
RPLPO

ACTB
18S rRNA
HPRT1

Toujours tester plusieurs candidats (=3 recommandeés)



Méthodes de validation des genes de référence

. ACt method
° geNorm

. BestKeeper
° NormFinder

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



Principe de NormFinder

Modele a effets mixtes
Calcule un score de stabilité
Plus le score est bas — plus le gene est stable

Peut proposer la meilleure combinaison de deux genes
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Préparation des données dans Excel

Format recommandé:

Lignes
= genes candidats (= 3 genes)

Groupes de traitement /
Temps d'arrét

RPLPO
PPIA
HPRT1
GUSE

Sample 1
19,4131649
19,367492
26,2985243
25,2064628
1

Sample 2
19,5039119
19, 4008422
26,3652896

25,367066
1

Sample 3
19,642361
19,3482715
26,0207434
25,2668964
1

Sample 4
19,679283
159,3441092
26,0345742
25,3169557
1

Colonnes = échantillons

Sample 5 Sampled  Sample 7

19,806783 19,53204715 13,5607323
19,4494244 194848036  19,439798
26,2062104 264150248 26,2762426
25,3912057 25460674 25,3015273

2 2

Donneées = Ct

2

Sample 8
159,3201601
19,31603606
26,39395878
25,4337638

2

Sample 9
19,2840473
19,2252551
26,4807669

25,620054
3

Sample 10
19,545061
19,38593036
26,527997
25,6892572
3

Sample 11
19,6188551
19,3099748
26,2715922
25,5354208

3

Sample 12
19,7984613
19,3609068
26,3166965
25,6069911

3
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Utilisation de I'add-in NormFinder
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Exemple de résultats

Gene name Stability value

RPLPO 0,096

PPIA 0,043

HPRT1 0,084

GUSB 0,100

Intragroup variation

Group identifier 1 2 3
RPLPO 0,040 0,038 0,027
PPIA 0,005 0,007 0,002
HPRT1 0,021 0,043 0,028
GUSB 0,024 0,033 0,036
Intergroup variation

Group identifier 1 2 3
RPLPO -0,022 0,085 -0,063
PPIA 0,027 0,016 -0,042
HPRT1 0,023 -0,062 0,009
GUSB -0,057 -0,039 0,096

Best gene
Stability value

Best combination of two genes
Stability value for best combination of two genes

PPIA
0,049

PPIA and GUSBE
0,043




RPLPO
PPIA (2)
HPRTL
GUSB

moy geom
PPIA et
GUSE

Sample 1
194131649
19,367492
26,2985243
25,20604628
1

22,0945308

Sample 2
19,50359119
15,4008422
26,3652896

25,367066
1

22,1842837

Sample 3
19,642361
19,3482715
26,0207434
25,266589064
1

22,1104223

Normalisation finale

Sample 4
19,679283
19,3441092
26,0345742
25,3169557
1

22,1299335

Sample 5
19,806783
15,4454244
26,2062104
25,3912057
2

22,2226086

Sample 6
19,5264715
19, 4348030
26,4150248

25460674
2

22,2732178

Sample 7
19,5607329
19,439798
26,2762426
25,3019273
2

22,1780152

Calcul ACt :
Ct(gene cible) - Ct(moy geom gene référence)

Puis :
AACt

Sample 8
19,3201601
19,31603260
26,3935878
254337638

2

22,164826

2N-AACt (expression relative

Sample 9
19,2540478
19,2252551
26,4507669

25,620094
3

22,1935315

Sample 10
19,545061
19,3893030
26,527997
25,6892572
3

22,3180825

Sample 11
19,6168551
19,3099748
26,2715922
25,2354208

3

22,2055924

Sample 12
19,7/984613
19,3609068
26,3166365
25,60609911

3

22,2659958



Points critiques / Limites
e Un gene stable dans un tissu # stable ailleurs

° Impact des conditions pathologiques
e Toujours valider pour chaque nouveau modele



Conclusion

Guideline > Clin Chem. 2009 Apr;55(4):611-22. doi: 10.1373/clinchem.2008.112797. @D
Epub 2009 Feb 26.
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