* Amorces:
le choix des amorces est crucial.

Elles vont avoir un double réle :

* ens a 'ADN matrice, elles larégion dADN a
amplifier et avec leur extrémité 3' OH libre servir d'amorce pour
’ADN polymérase (étape 3 du cycle).

* On les obtient grace a la synthése chimique d'ADN qui permet
d'obtenir des oligonucléotides dont I'extrémité 5' n'est pas
phosphorylée (5'OH) contrairement aux ADN "dits" naturels.



Les amorces sens et anti sens

Des logiciels permettent de définir rapidement des
amorces dans une séquence donné : Primer 3’ ( logiciel

libre disponible surinternet )
http://simgene.com/Primer3
Taille : 20 a 30 nucléotides

Amorces : séquences exactement complémentaires du
fragment a amplifier .

les séquences des deux amorces du méme couple
doivent présenter le maximum de divergences et plus
particulierement a I'extrémité 3’, afin d'éviter leur
hybridation.

Eviter la présence d’autocomplementarité : hybridation
de I'amorce sur elle-méme .
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Le choix des amorces de PCR

Ao T T I A C TG TIGE T IGAT T CCACAC OO CCEECACCOECET OCOECECC

ATGECCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGETTGTGAGGCGCTGCCCCCACCAT
el el i i i e e i i e e
Amorce sense (Forward)

AT T CCAGA T A EA TG T C T GO O C T O C T CAGCAT C T TAT CCEAGT G AEGEN

AT T T T T EAGTA T T T GEA T GACAGA A A A T T T T COEACATAGT GTGET GET GCCC

raTEAEC e TTEA T I T T A T T A A A T O A T AC AR TACATET T AN

] ] ] e e e e
Amorce anti-sense (Reverse)

AT TCCTECAT GO CAT AL GEAGEGCCC AT O T A AT AT CACACT T GEA A AT



/ Séquence d'intérét
5' ATCTTTTCTATCAACCCCAAAACTTTGGCACAATGAAGTGGGTGACTTTTATTTCTCTTCTCCTTCTCTTCAGCTCTGCTTATTCCAGGG 3'

Molécule 3! 5'
d'ADN Amorce sens (forward) B .
—_— Amorce antisens (reverse)

(double brin) 5' TATCAACCCCAAAACTTT 3'
\?' TAGAAAAGATAGTTGGGGTTTTGAAACCGTGTTACTTCACCCACTGAAAATAAAGAGAAGAGGAAGAGAAGTC c5'




Le Choix des amorces de QRTPCR



» Comment choisir ses primers (amorces) pour éviter d’amplifier de ’ADN
génomique (ADNg)

» Comment choisir ses primers (amorces) pour éviter d’amplifier les
introns si ils existent?

Exon 1 intron Exon 2
+1 400
Gap
Exon 1 ‘ Exon 2

I ARN
Gip

+1 — — 250

PrimerY Primer X

Un des primer choisi doit chevaucher deux exons adjacents
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Nucleotide Nucleotide - ‘human p53

Save search  Limits  Advanced

Nucleotide Nucleotide * |human p53

Save search  Limits

Display Settings: [~ Summary, 20 per page, Sorted by Default order

Advanced

@ Found 8593 nucleotide sequences. MNucleotide (8362) EST (196) GSS (35)

Results: 1 to 20 of 8362

O
1.

O
2.

Homo sapiens mRENA for P53, complete cds

2,451 bp linear mRMNA

Accession: AB082923.1 Gl 23491728
GenBank FASTA  Graphics Related Seguences

Homo sapie... .3 (p53) gene. exon & and pariial cds
137 bp linear DNA

Accession: JFA23573.1 Gl 349734071

GenBank FASTA Graphics Related Sequenc
GenBank FASTA GI’EEhiES Related Seguences

46}

5

[[] Homo sapiens p53 (p53) gene. exon 4 and partial cds

6. 279 bp linear DNA
Accession: JFO235691 Gl 348734063



Homo sapiens mRNA for P53, complete cds
GenBank: AB0S2923 .1

GenBank  Graphics

>gi| 23491728 |db]j |ABOB25923.1| Homo sapiens mRNA for P53, complete cds
CETGCTITTCCACGRCOGETGACACGCTTCCCTGEATIGGCCAGRCTGCCTTCCGGET CACTGCCATGGEAGE
AGCCGCAGTCAGATCCTAGCGTCGAGCCCCCTICTGAGT CAGGRARRCATTTTCAGACCTATGGARACTACT
TCCTGRARRLCARCGTTCTGTCCCCCTTGCCETCCCARGCRATGEATGATTTGAT GCTGTCCCCGGACEAT
ATTGARCRATGGTTCACTGRAAGRCCCAGGT CCAGATGRAGCTCCCAGRATGCCAGAGGCTGCTCCCCGLE
TGEECCCCTGCACCAGCRAGCTCCTACRCCGECGGCCCCTGCACCAGCCCCCTCCTGECCCCTIGTCATCTTIC
TGTCCCTTCCCAGRAARCCTACCAGGGCAGCTACGETTTCCGTCTGGGCTTCTTGCATTCT GEGACAGCC
AAGTCIGIGACTTGCACGTACTCCCCTGCCCTCRAACARGATGTITTTGCCARCTGECCARGRCCTGCCCTIG
TGCAGCTGTGGGTTGAT TCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCCGCGCCATGGCCATCTACAAGCAGTC
ACAGCACATGACGEAGGITGIGAGECGCTGCCCCCACCATGAGCEGCTGCT CAGATAGCGATGETCTGECC
CCTCCTCAGCATCTTAT CCGAGT GRAAGGARATTTGCGT GTGGAGTATTTGGAT GACAGAARCACTTTTC
GRCATAGTGIGETGETGCCCTAT GRGCCGCCTGAGETITGGCTCTGACT GTACCACCATCCACTACRLCTR
CATGIGTRAACAGTTCCTGCATGGECEGCAT GAARCCGEAGGCCCATCCTCACCATCATCACACT GGARGAC
TCCAGTGETAAT CTACT GEEACGEARCAGCTTITGAGGT GCATGTTIGIGCCTGT CCT GEGAGRAGACCEEC
GCARCLGAGGAAGAGRATCTCCGCARAGAMLGEEGAGCCTCACCRACGAGCT GCCCCCAGGGAGCACTRAGCE
AGCACTGTCCARCARCACCAGCTCCTCTCCCCAGCCARAGRAAGRARACCACTGEATGEAGRATATTTCACC
CTTCAGATCCGTGGGCGTGAGCGCTTCGAGATGTTCCGAGAGCTGART GAGGCCTT GEAARCTCAAGGAT G
CCCAGGCTGELRAGGAGCCAGGEEEEAGCAGGGCT CACT CCAGCCACCT GRAAGT CCAR DA A GEETCAGTC
TACCTCCCGCCATARAR AR CTCATCETTCARGACAGRRGGECCTGACTCAGRACTGRCATTCTCCACTTICTT
GITCCCCACTGACAGCCTCCCACCCCCATCTCTCCCTCCCCTGCCATTITTIGGGTITTITGGGICTTTGARCT
CTTGCITGCAATAGGTGTGCGT CAGRAGCACCCAGGRACTTCCATTTGCTITTGTCCCGGGGCTCCACTGAR
CALGTTGECCTGCACTGET GTITITGT I GIGEGEAGCGAGEAT GEGEACTAGGACATACCAGCTTAGATTTIT
RAGGTITTTACT GT GAGGGATGT T TGEGAGATGTAAGRAATGTTCTTIGCAGTTALGGGTTAGTTTACRAAT
CAGCCACATICTAGGTAGEGGCCCACTTICACCGTACTAACCAGGGAAGCTGTCCCTCACTGTTGAATTIT
CTCTARCTTCARGGCCCATATCTGTGARATGCTGGCATTTGCACCTACCTCACAGRAGTGCATTCTGRAGES
TTRATGRARATARTGTACATCTGGCCTTGARRCCACCTTTTATTACATGEGGGTCTAGARCTTGACCCCCTT
GAGGETGCTIGITCCCTCTCCCTGTTGEICGETGEETTGETAGTTTCTACAGT TGEGCAGCTGETTAGGT
AGAGGGAGTIGICARAGTCTCTIGCTGECCCAGCCRAMACCCTGTCTGACARCCTCTTIGATGRAACCTTAGTAC
CTRALRGEALATCTCACCCCAT CCCACACCCTGEAGGATTTCATCTCTIGTATATGATGAT CTGEATCCA
CCAnGACTTGITTTATGCTCAGGETCAATTTCTTTITICTTTITITTITITITITITICITITICTITGAGR
CIGGGETCTCGCTTIGT TGO CCAGGCT GEAGT GEAGT GECGTGATCTIGGCTTACTGCAGCCTTTGCCTCC
COGGCTCEAGCAGTCCTGCCT CAGCCT CCGRAGTAGCT GEGACCACAGGTTCAT GCCACCATGEGCCAGCC
ARACTTITGCATGTTTITGTAGAGAT GEEGTCTCACAGTGTTGCCCAGGCTGETCTCARACTCCTGGECETCA
GECGATCCACCT GTICTCAGCCTCCCAGAGT GCTGEEATTACARTTGTGAGCCACCACGTCCAGCTGGRAAG
GETCARCATCTITTITACATTCTGCARGCACATCTGCATTTTCACCCCACCCTTCCCCTCCTITCTCCCTITIT
TATATCCCATTTTTATATCGATCTCTTATTTTACAATAARACTTTGCTGCCARLARARRALORARDAL AR
by

Délimiter la position des
« gaps » en retrouvant
(outil bioinformatique)
la séquence des exons



http://biocinfo.ut.ee/primer3/

PI‘i]Il@I‘3 Web version 4.0.0 - Pick primers from a DNA sequence. l_

Select the Task for primer selection generic A

Paste source sequence below (5'->3', string of ACGTNacgtn -- other letters treated as N -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, .
Mispriming Library (repeat ibrary) NONE -

| 4| Pick left primer, or use left primer below | Pick hybridization probe (internal oligo), or use oligo below ‘ Y| Pick right primer, or use right primer below (5' to 3' on opposite strand)

‘ Pick Primers H Download Settings H ResetForm |

Sequence Id A string to identify your output.
E g 50.2 requires primers to surround the 2 bases at positions 50 and 51. Or mark the source sequence with [ and - e g . ATCT[CCC

Targets must flank the central CCCC.
9 ; i ; functi i itions : th - )
Overlap Junction List E.g. 27 requires one primer to overlap the junction betiveen positions 27 and 28. Or mark the source sequence with - e.g. .. ATCTAC

st ovetlap the function between the C and T.

E.z 4017 68,3 forbids selection of primers in the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68. Or mark the source sequence with < an
ATCT<CCCC>TCAT.. forbids primers in the central CCCC.

Pair OK Region List See mamal for help.

Excluded Regions

E.g. 20,400: only pick primers in the 400 base region starting at position 20. Or use { and } in the source sequence to mark the beginning

Included Region e.g. in ATC{TTC.. TCT}AT the included region is TTC._TCT.


http://bioinfo.ut.ee/primer3/

PI‘i]IleI'3 Web version 4.0.0 - Pick primers from a DNA sequence. l_

Select the Task for primer selection generic v

Paste source sequence below (5'->3', string of ACGTNacgtn -- other letters treated as N -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, .
Mispriming Library (repeat library) NONE v

CGIGCTTITICCACGRCGET GACACECITCCCIGGATTGGCCAGACT GCCTTCCGEGETCACT GCCAT GGAGE -
AGCCGCAGTCAGATCCTAGCGICGAGCCCCCTCIGAGTI CAGGARACATTTTCAGACCTATGGARACTACT
TCCTGARAACARCGTITCTGTCCCCCITGCCGTICCCARGCARTGEATGATTTGAT GCTGTCCCCGRACGAT
ATTGARCAATGGTTCACTGARGACCCAGGT CCAGRAT GAAGCT CCCAGRAAT GCCAGAGGCTGCTCCCCELG
TGGCCCCTGCACCAGCAGCTCCTACACCEGCGECCCCTGCACCAGCCCCCTCCTIGECCCCTGTICATICTIC
TGICCCTICCCAGRARACCTACCAGGGCAGCTACGRTITTICCGICTGGGCTICTIGCATTCTGGGACAGCC 57
LAGTCTGTGACTTGCACGTACTCCCCTIGCCCTCARCARGATGTTTTGCCARCT GGCCRAGACCTGCCCIG

| Pick left primer, or use left primer below ‘ [] Pick hybridization probe (internal oligo), or use oligo below | Pick right primer, or use right primer below (5' to 3' on opposite strand)

’ Pick Primers || Download Settings H Reset Form I

Sequence . A string to identify your output.

Target E.g 50,2 requires primers to surround the 2 bases at positions 50 and 51. Or mark the source sequence with [ and - e g. _ ATCT[CCC
I must flank the central CCCC.

E.g. 27 requires one primer to overlap the junction between positions 27 and 28. Or mark the source sequence with - e.g. . ATCTAC-

Overlap Junction List must overlap the junction between the C and T.

Fxchuded Rea E.g 401,7 68,3 forbids selection of primers in the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68. Or mark the source sequence with < an
RICEC oo _ATCT<CCCC>TCAT.. forbids primers in the central CCCC.

Pair OK Region List See manual for help.

: E.g. 20.400: only pick primers in the 400 base region starting at position 20. Or use { and } in the source sequence to mark the beginning
Included Region e.g in ATC{TTC.. TCT}AT the included region is TTC._TCT.



Primer3 Output

Ho mispriming library specified

Using l-based sequence positions
OLIGOD start len T gcE| any th 3" th| hairpin|seqg
LEFT PRIMER 543 20 59.02 50.00 &.70 0.00 0.00 |TGGCCATCTACARGCAGTCR
RIGHT PRIMER 753 20 59.02 55.00 0.00 0.00 0.00 |GETACAGTCAGRGCCRAACCT
SEQUENCE SIZE: 2451 x
INCLUDED REGICH SIZE: 2 IETCACT
PRCDUCT SIZE: 212,
61 GCCATGGAGEAGCCECAGTCAGATCCTAGCGETCEAGCCCCCTCTGAGTCAGEARACATTT

121

241

301

36l

421

541

601

661

721

TCAGRCCTATGGALACTACTICCTGARRRCARCGTTCTGTCCCCCTTIGCCGTCCCARGCR

ATGGATGATTTGATGCTGTCCCCGEACGATATTGRACRAATGGTTCACTGAAGRCCCAGET

CCRAGATGAAGCTCCCAGRATGCCAGAGGCTGCTCCCCGCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCT

CCTACRCCGGCGGECCCCTGCACCAGCCCCCTCCTGGCCCCTIGICATCTICTIGICCCTTCC

CRGAARACCTACCAGGGCAGCTACGGITICCGICTGGGCTICTITGCATICTIGGGACAGCC

ALGTCTGTGACTIGCACGTACTCCCCTGCCCTCRARACARGATGTITITGCCAACTGGCCAAG

ACCTGCCCIGIGCAGCTIGIGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGICCGCGCC

ATGGCCATCTACRAGCAGTCACAGCACATGRACGGAGGTIGIGAGGCGCTGCCCCCACCAT

g pe g e e g e g e e e e

GAGCGCIGCTCAGATAGCGATGGTCTGGCCCCTICCTCAGCATCTTATCCGAGT GGARAGER

ALTTTGCGIGIGGAGTATITGGATGACAGARACACTITTCGACATAGTGTGGIGGTGCCC

TATGAGCCGCCTGAGETTGGCTCTGACTGTACCACCATCCACTACRLACTACATGTGTARC

sl

AGTTCCTGCATGGGCGGCATGARCCGEAGGCCCATCCTCACCATCATCACACTGGARGRC



Bad Primers:

= Tm P1 et P2 = plusieurs degrées de différences (Eviter les écarts
de plus de 2 a 3°C)

= Eviter les primers avec région poly A/T ou région poly G/C
Ex: AAAAAATTCGCATCCGAT  GGAAAATTTACATCCGAT AAGGCGCGCGCATCCGAT

" % G/C largement supérieur ou inferieur a 50

="Formation de « hairpin »



La température de fusion de I’ADN (Tm) :

» C’est une température, appelée également Température de demi
dénaturation (Tm)

» Correspond a l'ouverture ou au déroulement de 50% de la chaine de ’ADN
chauffé. C'est I'effet hyperchromique.

» Leffet hyperchromique correspond a la rupture des liaisons hydrogenes
(liaisons faibles) et la séparation des 2 chaines entraine une augmentation
dans |'absorption d'U.V de 40% a 260 nm.



Fusion de | 'ADN, notion de Tm (Tm= melting femperature)

= température de fusion (Tm= melting temperature) de I'hybride qui
représente la température pour laquelle 50% des hybrides sont
dissociés en molécules monocaténaires.

D.0O. a 260 nm

100% de molécules simple brin

50%

100% de molécules :
double brin (cible-sonde) Tm

Tem'pér'aTur'e (°C)



Plusieurs facteurs peuvent influencer la valeur de la Tm :

la composition en bases : la complémentarité des deux brins de 'ADN est maintenue
grace a l'appariement entre G et d’'une part et A et T d’autre part. Mais le nombre de
liaison hydrogene n’est pas le méme pour chaque couple de base.

Composition en base; riche a 50 - 60% GC
Tm =[(A+T)x 2 °C] + [(G+C ) x4 °C]

la longueur des fragments des ADN : La Tm devient plus grande si la longueur de 'ADN
I’est aussi : un ADN long contient plus de liaisons a dissocier qu’un ADN plus court.



la nature du milieu de I'’ADN: les sels sous forme de cations monovalents, lorsqu’ils sont
ajoutés aux fortes concentrations (>1M) n’influencent pas les valeurs de TM. Par contre,
aux faibles concentrations, la Tm diminue. D’autres substances telles que le formamide
(agent déstabilisant des liaisons hydrogenes) peuvent abaisser la Tm lors des hybridations.
Dans ce cas, la Tm est estimée selon la formule suivante (pour 100 pb): ATm = -0,6 x (%

formamide).

les mésappariements : De maniere générale, I'abaissement de la Tm est de 1°C pour une

valeur de 1% de mésappariement (mismatch)

NB: on peut utiliser une formule qui regroupe tous ces parametres a la fois pour des fragments
de taille inférieure a 100 pb:

Tm = 16,6 log [M] + 0,41 (%G+C) + 18,5 — (% mismatch) — (675/longueur en bases) — 0,65 (%
de formamide)

Avec [M] = la concentration en ions Na+



T7>Tm

Désapparierent
™ <Tm
y, ) Appupiemen-]- (mCI'I'Ch) LOLLLRIL] NIRRT TRT AR RN N aneann
T=Tm

2 Mismatch O
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Analyse de la courbe de fusion (Chimie SYBR Green)

ikg
125

11—

10—

9
a-

-~
i

(=2}
el ey

Fluorescence -d(F1)/dT
o,

B — L) TR 75 S =
P B et B T ] B e syl ot Foi

Dérivée de la fluorescence

= -
58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 30 82 84 86 88 90 92 94
Temperature [*C)

Température °C



SYBR Green

Fluorescence

Courbe d'amplification

Step 1: Baseline | Step 2 Noise Band | Step 3 Analsis
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Cycle Number

Nombre de cycles

Ct : quantification

Courbe de fusion
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