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Conflits d’intérêt



La PCR digitale : généralités



La PCR digitale : principe

PCR digitale (dPCR)

• Séparation de l’échantillon en un grand nombre d’unités réactionnelles (réacteurs) avant de 

réaliser une PCR en point final

• L’analyse du nombre de compartiment positif permet une quantification

Différentes approches pour la compartimentation 

• Chamber digital PCR (cdPCR) : Partition des échantillons en microchambres (ex 

QuantStudio Life Technology)

• Digital Droplet PCR (ddPCR) : Répartition de l’échantillon en gouttelettes, 

après émulsion)(ex. QX200 plateforme, Biorad; Raidrop Digital, Raindance

• Approches hybrides (ex. Naica System, Stilla)

QX200 plateforme



La PCR digitale : principe

PCR digitale (dPCR)
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PCR digitale vs qPCR

Avantage par rapport à la qPCR

• Permet la quantification absolue des acides nucléiques

• Permet de s’affranchir de courbes d’étalonnage : PCR en point final

• Meilleure sensibilité : étude d’événements rares

Inconvénients 

• Gamme dynamique plus petite



La PCR digitale : détection de la fluorescence 

Sondes d’hydrolyse (Sondes Taqman)

• Spécifique d’une séquence nucléique (dans l’amplicon), émission d’une 
fluorescence en cas d’hydrolyse 

• Permet d’utiliser deux (ou plus) fluorochromes différents

• Généralement conçue à façon (spécifique d’un amplicon)

Fluorescence liée à l’ADN double brin

• SYBRgeen, Evagreen, ….

• Spécificité liée à la PCR 

https://www.google.com/url?sa=i&url=https://biotium.com/technology/pcr-dna-amplification/evagreen-dye-for-qpcr/&psig=AOvVaw0ugr1UDX0EFyCHN8Yro2UC&ust=1651137407173000&source=images&cd=vfe&ved=0CAwQjRxqFwoTCKDfg670s_cCFQAAAAAdAAAAABAD


La PCR digitale : Quantification relative par rapport à un gène de ménage

• Un couple d’amorces + une sonde d’hydrolyse (marquage FAM) dans la région étudiée (région cible)

• Un couple d’amorces + une sonde d’hydrolyse dans la région de référence (marquage VIC/HEX/TET) : généralement 
un gène de ménage

-> Détermination du nombre de nombre de copies par uL pour la région cible et la région référence (à partir du 
nombre de gouttelettes positives)

 Détermination d’un ratio entre la région cible et la région référence : 
quantification relative

(Nb : une quantification absolue reste possible)

Exemple d’applications

- ADN :  Etudes de variations de nombre de copies (CNV)

- ARN : Quantification relative de transcrits



La PCR digitale : Quantification relative par rapport à un gène de ménage

Amplicons 
• Test : région 9q34.11
• Référence 1 : région 11q23.3 (gène HMBS)

Ratio (cible / référence) 
• Théorique : 0,5
• Obtenu : 0,48

Nombre de copies
• Cible : 654 copies/uL
• Référence : 1353 copies/uL



CNV rares et leur confirmation



La confirmation et l’étude parentale des CNV rares

• Nombre important de variations du Nombre de Copies (Copy Number Variation, CNV)

détectés par les analyses pangénomique (ACPA, WES/WGS, cartographie optique, …)

• CNV polymorphiques retrouvés chez tous les individus malades ou témoins

• CNV rares causes majeur de DI/AD : 10-15% des patients avec DI/AD (Weischenfeldt et al.,

2013)

-> Défi d’interprétation des CNV : établir leur implication dans un phénotype

• Caractère hérité ou de novo d’un CNV : élément clé de son interprétation

 Pour validation et interprétation :  seconde analyses pour effectuer la 

confirmation des CNV ainsi que leur étude parentale.



La confirmation et l’étude parentale des CNV rares

• Utilisation d’une seconde analyse pangénomique non adaptée : coût important, risques de découvertes incidentelles

• Utilisation d’une analyse ciblée :

Techniques de biologie moléculaire 

qPCR

-> Méthode la plus utilisée actuellement

- Limites : mises au point, reproductibilité

QMPSF ou MLPA

- Limites : coûts importants

Cytogénétique moléculaire 

FISH

- Avantages : informations 

structurales, étude des mosaïques.

- Limites : résolution



Utilisation de la ddPCR au laboratoire de cytogénétique de Rouen
pour la confirmation des CNV rares



Obtention de la séquence du CNV

 Ex: duplication 16p11.2 hétérozygote de 217kb  (chr16:28,824,794-29,042,118:hg19)

CNV détecté en CGH-array (Agilent SurePrint G3 Human 4x180K)



Obtention de la séquence du CNV

1 - Visualisation du CNV sur UCSC genome browser (https://genome.ucsc.edu/)

Exportation de la séquence (format FASTA) après masquage des région répétées (N) : facilite le design

2 – Export de la séquence nucléotidique du remaniement



Design et commande des amorces

Séquence du CNV issue UCSC Séquence après mise en forme

Utilisation d’un script Python pour mettre en forme la séquence du CNV afin qu’elle soit 
interprétable par le logiciel de design d’amorces



Design et commande des amorces

https://primers.neoformit.com/
Utilisation des paramètres par défaut : amplicon de petite taille, TM cible 60°

https://primers.neoformit.com/


Design et commande des amorces

Choix d’un ou plusieurs design 
parmi ceux proposés

Sondes UPL 1 à 90 disponibles au 
laboratoire

Seules les amorces sont à 
commander (amorces classiques)

Nb : Pas de UPL 15 car utilisé 
pour le gène de référence.



Design et commande des amorces

Vérification de la spécificité de l’amorce via l’outil In-Sillico PCR de l’UCSC



Design et commande des amorces

Commande des amorces : fournisseur d’oligonucléotides habituel, pas de 
purification spécifique, déjà reconstituées

• Coût < 10€ par couple d’amorces

• Livraison en 48-72h



Préparation des mix de PCR

Fragmentation de l’ADN (10min à 98°C)

Réalisation de l’émulsion sur plateforme Biorad QX200

Réalisation de la PCR

Lecture des gouttelettes sur plateforme Biorad QX200

Temps technique pour une manip standard (4-5 confirmations + étude parentale) : 2h

Temps total de la manip ½ journée

Réalisation de la ddPCR



Mise en forme et analyse des résultats

Amplicons 
• Test : région 16p11.2 
• Référence 1 : région 11q23.3 (gène HMBS)

Nombre de copies
• Cible : 1385 copies/uL
• Référence : 949 copies/uL

Ratio (cible / référence) 
• Théorique : 3
• Obtenu : 2,92

-/+ (Amplicon référence)-/- (Gouttelettes vides)

+/- (Amplicon test) +/+ Double encapsulation



Mise en forme et analyse des résultats

Vérification de la bonne séparation des populations de gouttelettes

 Diminution de la quantité d’ADN utilisé (50ng en temps normal)
 Nouveau design d’amorces



Mise en forme et analyse des résultats

Vérification du nombre de gouttelettes analysées

nAccepted Droplets > 8000 requis



Mise en forme et analyse des résultats

Vérification de l’échantillon blanc pour chaque technique (contamination inter-échantillons)

Ici duplication d’origine paternelle -> Précise l’interprétation du CNV et le conseil génétique



Validation de la méthode et études de performances

Nombre de copies Type d'évenement Intervallles de référence

0 Délétion homozygote 0

1 Délétion hétérozygote 0,79 - 1,21

Normal (chrX, individu masculin

2 Normal 1,79 - 2,21

Duplication (chrX, individu masculin)

3 Duplication hétérozygote 2,79 - 3,21

4 Triplication 3,79 - 4,21

5 Quadriplication 4,79 - 5,21

Amplitude de mesure Répétabilité

Etude des ADN témoins

Intervalles de référence



Etude initiale de la cohorte de CNV

Confirmation de 92/93 CNV : 1 CNV de trop petite taille (167 bp)

87% des ddPCR quantitatives dès le premier design



Discussion

Technique fiable et reproductible   

Rapide à mettre en œuvre (4 jours entre la commande des amorces et le rendu 
des résultats)

Formation aisée à la technique pour de nouveaux technicien(ne)s

Adapté à tous les CNV détectés par ACPA et aux CNV détectés par NGS de 
taille supérieure à 1 Kb



Référence

https://academic.oup.com/clinchem/article/65/9/1153/5608511?login=true

https://academic.oup.com/clinchem/article/65/9/1153/5608511?login=true


Remerciements

Rouen, laboratoire de cytogénétique, service de 
génétique (Pr Claude Houdayer)

• Géraldine Joly-Hélas

• Pascal Chambon

• Stéphane Le Mignot

• Coralie Tiercin

• Marion Finet

• Elise Caullet

• Mathieu Castelain

kevin.cassinari@chu-rouen.fr

donovan.liot@chu-rouen.fr

mailto:kevin.cassinari@chu-rouen.fr
mailto:donovan.liot@chu-rouen.fr

