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La PCR digitale : généralités
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La PCR digitale : principe CH%
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PCR digitale (dPCR)

* Séparation de I’échantillon en un grand nombre d’unités réactionnelles (réacteurs) avant de

réaliser une PCR en point final VS.

* Lanalyse du nombre de compartiment positif permet une quantification

Traditional PCR: Digital PCR:
One floorescence Thesands of distine
eAsEreme ot fluorescence measurements

Différentes approches pour la compartimentation

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

QuantStudio Life Technology)

» Digital Droplet PCR (ddPCR) : Répartition de I’échantillon en gouttelettes,

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

* Approches hybrides (ex. Naica System, Stilla)

QX200 plateforme



La PCR digitale : principe CH%
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PCR digitale (dPCR)

* Séparation de I’échantillon en un grand nombre d’unités réactionnelles (réacteurs) avant de

réaliser une PCR en point final VS.
* Lanalyse du nombre de compartiment positif permet une quantification
k- vsnadig Thcsanis o dot
Echantillon Division Amplification Quantification
/_.-\I) . E \/ S | . \ -~ . PCR+ “bright”’

:’_ - N / / \ \ \ 1
¢ L P .\ - . = '8 oal PCR- “dark”
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PCR digitale vs qPCR CHI‘{

ROUEN NORMANDIE
Avantage par rapport a la gPCR

* 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

ADN contenant 1% de cellules
mutées

y

gPCR PCR digitale

00000000000
0000000
00000000
l i — Seéquence sauvage
- Sequence mutee
® Produit d’'amplification sauvages
...O..OOOO...O..O.OO.O. ® Produit d’amplification muté
(XX JOX X X X X JO)] O Compartimentvide




La PCR digitale : détection de la fluorescence

Fluorescence liée a I’ADN double brin

(‘—

- SYBRgeen, Evagreen, .... 8 —
s egs saz lez_ EvaGreen
* Spécificité liée a la PCR TR

Sondes d’hydrolyse (Sondes Tagman)

* Spécifique d’'une séquence nucléique (dans I'lamplicon), émission d’une
fluorescence en cas d’hydrolyse

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

* Généralement congue a fagon (spécifique d’un amplicon)

Perfect Single
Match Mismatch
3 3'-ACGACCAC-5' 3’-ACGGCCAC-5 AT,
LNA 8-mer o o o
&W i oL SO 71°C 45°C 26°C
??—G
}
DNA 8-mer o o o
5-TGCIGGTG-3 35°C 25°C 10°C
O"?—O

Figure 3: Comparison of mismatch conditions for LNA and DNA.

CHY

ROUEN NORMANDIE

EvaGreen
active form

EvaGreen-DNA complex

During annealing, the hydrolysis probe binds
to the target sequence

a E a During extension, the probe is partially

displaced and the reporter iz cleaved.

' The free reporter flucresces

~ oy
= o Reporter o CQuencher

Fig. 2.1. In TagMan assays, hydrolysis probes are hydrolyzed by Taq polymerase.
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La PCR digitale : Quantification relative par rapport a un gene de ménage CH%

ROUEN NORMANDIE

* 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 larégion de référence (marquage VIC/HEX/TET) : généralement
un géne de ménage

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

Ch1+Ch2+ 18570 Ch14Ch2 7737 Ch1Chd+ 11650 Ch1 Ch2 4708

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

(Nb : une quantification absolue reste possible)

M EERRNEREN

Exemple d’applications

A
CNV =5 N,

- ADN : Etudes de variations de nombre de copies (CNV) A = concentration of target species

- ARN : Quantification relative de transcrits B = concentration of reference species

N, = number of copies of reference loci in the genome (usually 2)



La PCR digitale : Quantification relative par rapport a un gene de ménage CH%
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Amplicons
* Test:région 9g34.11

* Référence 1:région 11g23.3 (gene HMBS)

+/- (Amplicon test)

Ch1+Ch2+:3446 Ch1+Ch2-:1508 Ch1-Ch2+4499 Ch1-Ch2-2169
12000 T T

10000 +

8000

6000 +

4000 -

2000 1 - ::_ . ,'_
500 1000 1500 Chang&:\u"uim 2500 3000 3500
-/- (gouttelettes vides) -/+ (Amplicon référence, HMBS)
Nombre de copies Ratio (cible / référence)
* Cible : 654 copies/ulL * Théorique : 0,5
» Référence : 1353 copies/ulL e Obtenu:0,48
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CNV rares et leur confirmation
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La confirmation et I'étude parentale des CNV rares CH%

ROUEN NORMANDIE
[ 27?331 0010011 \:88 ﬁ: 147303&ﬁf
o AT - * Nombre important de variations du Nombre de Copies (Copy Number Variation, CNV)
1: ; détectés par les analyses pangénomique (ACPA, WES/WGS, cartographie optique, ...)
%— 2 ]'\'i o Q
R -—; % T+ CNV polymorphiques retrouvés chez tous les individus malades ou témoins
i) d 'u\:
NS R * CNV rares causes majeur de DI/AD : 10-15% des patients avec DI/AD (Weischenfeldt et al.,
" o _ Wi e B 2013)
Délétion Duplication -> Défi d’interprétation des CNV : établir leur implication dans un phénotype

e Caractéere 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 I’'étude parentale des CNV rares
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Utilisation d’'une seconde analyse pangénomique non adaptée : colt important, risques de découvertes incidentelles

Utilisation d’une analyse ciblée :

Cytogénétique moléculaire

FISH

- Avantages : informations

- Limites : résolution

structurales, étude des mosaiques.

Techniques de biologie moléculaire

gPCR
-> Méthode la plus utilisée actuellement

- Limites : mises au point, reproductibilité

QMPSF ou MLPA

- Limites : colits importants
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Utilisation de la ddPCR au laboratoire de cytogénétique de Rouen
pour la confirmation des CNV rares

[Europe
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Obtention de la séquence du CNV CH%

ROUEN NORMANDIE
m=) CNV détecté en CGH-array (Agilent SurePrint G3 Human 4x180K)

» Ex: duplication 16p11.2 hétérozygote de 217kb (chrl6:28,824,794-29,042,118:hg19)

4
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Obtention de la séquence du CNV
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1 - Visualisation du CNV sur UCSC genome browser (https://genome.ucsc.edu/)

UCSC Genome Browser on Human (GRCh37/hg19)
move | <es | << >> | >>>|zoom in[15x | 3x | 10x | base |zoom out[ 15x  3x  10x  100x
mukii-region | chr16:28,752,352-29,114,559 362,208 bp. [gen s, help pages, see exampl|[ go | examples
ohris(piiz) [ tepres  JSEE N IRESEEN pie RENERN || epriz ] teqrie  EEEIEREN a2z i J6g2] [ 16gze1 B2 RN q:aﬂ
Scale 100 kb | hg1a
chrig: 28,a00,000| 28,550,000 8,a00,000| 28,850,000 z8,000,000| 24,050,000] 28,100,000
Chromosome Bands Localized by FISH Mapping Clones
16p11.2
UCSC Genes (RefSeq, GenBank, CCDS, Rfam, tRNAS & Comparative Genomics)
nPIPBT <}
npires bHHH aTrnzL Hi-HiE sHze1 HHH RaBEPZ nratcziP HHH—m LAT f-h
TUFM HH ATPZA1 co1s fHH RP11-264817.3 F-HHil e n O m e r U W 8 e r
ATP2A1-AST |
OM I Gene Phenotypes - Dark Green Can Be Disease-causing
60793 1/ATRNZL 108730/ATPZAT 107265/C018 612583/5PNS1
&023ea/TUFM [l &11863/RABEP? e02a54LAT I
£08937/5HZB1 614525/NFATC2IP
Rouen YU3S
Database of Genomic Variants: Structural Var Regions (CNY, Inversion, Infdel)
e — i — | E— = — =
— - —n
o — - — — —
-

2 — Export de la séquence nucléotidique du remaniement

Sequence Formatting Options:

® All upper case.
All lower case.

Mask repeats: O to lower case ® to N
Reverse complement (get '-' strand sequence)

get DNA | extended case/color options

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



Design et commande des amorces CH%
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mm) 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

Séquence du CNV issue UCSC

>hgl9_dna range=chrl6:28824794-29842118 5'pad=@ 3°pad=0 strand=+ repeatMasking=N

Séquence apres mise en forme

bhglg_dna range=chrl6:28824794-29042118 5'pad=0 3'pad=0 strand=+ repeatMasking=N

GGATTTTTGGATACTTACAGAAGGGAACATAGT TACCAATTATGGGCTCA
TGACCAATTACAGAACTGAGGATCTTGGAAGCTTGTCATATTTCCHNNNN

HNNNNHNNNNNNNNNNNNNNNNNHNNNNNNNENNNNNNNNNNNENNNNRN

HNNNNNCCTTTTTGCATAATATATTCATGTCTTTATTTGTACATGCTAGCC
ATCTTTTTTTTTTTATTTGGTCCATAGGCATTTTATTTGTAAATATGTGT
TACATCTCTAGAAAAAGAGTCCCAGGATTTTCCTTCCTGTGTGTTTTCGT
CTTGCTTCTTCATGGTCCATGATGCCAGCTGAGGTGETCAGTACAATGAA
ACCAAACTGGCGGEATGGAAGCAGATCATTCTGCTATTTTTCTAGATCTT
TGCACATCAAATCTGGGGCTGATCCCACGTTTAGCCTGCCTGTGAGGTTT
ACAGTAATTTTCCCAGCTGTGTGATCATCAGTGATTTCAAATTCGCCAAT
GTAACCATGCTTCATCATCACAGTTAGAAACTGGACGATGACTTTGGAGA
ATGGCCTAATAGGTACCTGGCATTTTGCCTCTCTTTTTGGCATTGTTGAT

HNNMNTGTCAATGTTCTTGAGAGCATCAGCCGGGACAGTCATATGCGCCA
TTTTGETGGCAGGEGAAGATGGAGGAAAGAGCTTTCTTTTTTTTCTCTCC
TCGTTCTTATTTTTTATACAAGTTATTGGAGGTTAGCTCTACAATTCGGC
CTTTAGGTAGCAGAACATTCAAGACTATGACTTAATTTGAGGAGTAATTA
AAATAGCCAGCAACTGETGCAATGATCATTATGACAGTGAGTCTCATTTT
GGAGAAACAGTGAGAACTTTCCTTGTATGAAAGATAACTATCTCTTTTTT
TAGTTTTTT)

TAG

HNNNNHNNNNNNNNNNNNNNNNNHNNNNNNNENNNNNNNNNNNENNNNRN

HNNNNHNNNNNNNNNNNNNNNNNHNNNNNNNENNNNNNNNNNNENNNNRN

GRATTTTTGGATACTTACAGAAGGGAACATAGTTACCAATTATGGGCTCATGACCAATTACAGAACTGAGGATCTTGGAAGCTTGTCATATTTCC
»2
CCTTTTTGCATAATATATTCATGTCTTTATTTGTACATGCTAGCCATCTTTTTTTTTTTATTTGGTCCATAGGCATTTTATTTGTAAATATGTGTT.
»3
TGTCAATGTTCTTGAGAGCATCAGCCGGGACAGTCATATGCGCCATTTTGGTGECAGGGGAAGATGGAGGAMAGAGCTTTCTTTTTTTTCTCTCCT!
>4

CACTAGCAAGGGCAAGGCAAGCTATGGAGAAAGAAGTTTCATGGGGC TAAMACTCAGAATTTGAGTGTGGAGCAGGATGGGETAGATGGAAGGGGE
»5
GAAACTAGCACATCTGAAGGCAGGAGCGAGGCAGGGCGAAGGACTATTACCCAAAAAGTAAGGCAGTGTTGTAGCTAGGTGTGCATGTGTTTGGETG
»6
CCTTTAATTTTATGCTTAGGACAAGCTGAGTTTTTCTTAGTTTGTCATATCCTATTTCCCTGCCTAGARACCCATCTCCCCCTGCCCTCTTATCAG
»7
CTCCTGTCCCTTATCTGGGTCTCCCAAAACTGGATTAAGATTAGGTGTCACTCCCATTTGCTCTTGTAGTCCTCTGTGCTTCACCTACTAGATCTC
»8
GCTGCCTTCATTGCAGGGTCGGATGGAGGATTTTGAACTCGRAACTTTGGCCTTCAGTCTTTGTTATTACAGT TTAAAGATTCATTCTCGGECATG
»9
GGGAGCTCCCACCCGCGCGETCCTCCCTCTCCGCTCCCCGLLGACGCGCACGLGCGCCAGCCCGRLTCGLGCCCTCTCGCTTTCCTCCAGCCGLGA
»1@
TGCCCGATCCCCCTCGCTTCCCGCGCTCTCCAGCGGGGCCCCAGCCCCGGCCCCCTCTCTCCCTCCCTTCTCTCTAATTCCCCTTCCGGACGCTGE
GCATTCGCGCGCCCCGRRAACACCTAGGGRCAGGGACTAGT TCATGEAGGGGCTCATCTGGTGGLAGTGCATGAGTAGTGGAGGCCCTGCTCAGTTT
»11
TCTTACTGATTAACAATTTTGTAGTCTAAATCAGCATCATCAGGTGGTATATACTTCTAGGATTTAACATTAATTTCATAGTGGTCTAAGAGGGCT
TECTGTGCACCGGAAAGCATCTRAGCCAGCAGGTGGCCCTCGTCGERAGRACATTGTGRACACCATGGTGTTTAAGCCAAGTGATGTCATGCTTGT
»12
TECTTTAATGCCTTTTTTTTCCTGAGC GAAGTGGGTGGATTTTTCTTCT TAAAAATATGTCTTGATGTCTAATATATAATGCGATGAATTCCTGTC
»13

GACCGTGTCACACGCAACAAMACCAANACATCAACTTACTCTCTTACTATCTATAAT TAACCACTCCTAGCATTTGCATCACGTTATTTTTCAACA
»14
TTGCAGTTATTAATTACAATTATTAGTTGATTACTTTTGCCAGCCACGTTCCAATTTTTTTTCCACTCTTGTTTTGTCGTTTATTTTTGAGACGAG
»15

AATTTGTTCACATCTTGGAGT TTTTAACCTGATGGAAGGGAAGTGACTTGTCGTTGCTTTTCCTGCTGGGT TTTAAAACCACCTTCCTCCCTCCCC
»16
AGCTTGTAGATCTAAAAAAAAAAAATTCAAAATTTATGTGCTATTTCTTT T TATAAAAGTGAAATATAACTACATTATTTGTGTCTTT TAAALACT.
CCATGGGTTGTGTCTGCTTGRCAGACATCTTTTGTTTAGATTTGAATCAGTTGCTAAG

»17
TEETTGTATAGTGTGTAAACTTTCTTGCTGTTTTGAGTAAGGCCCTTGTACTCACTGCTGTTGACCAGCAGTAACCATCCTACAGCTCCCCCTTTT
CCAAAGGAAAGGAGAAAGAGGTTGATGGTCTGTTGACTTCAGAGCCCATGGEETCTCCCGTCTCCTCCAAGACAGAGTCCGTATCGGATAAGGAGG
»18
CTAGGCATGGCCAGGAGTAGAGGGGAAAAT ACAAAAT AAAATTGTCCTCCCTTGTTTTTGCAGAATAAATCCACCAGTACCCCAACTTCTCCGGEGG
TETGCCAACCACTCCTCTCTCTATCCCGCCAGCCGRTGTTTGCCCCCATGCTTCAGAGCAACCCACGCATGCTGACGTCGGGCAGCCATCCCCAGG
GTGCCCCAGAGTGGGGTGCCTGCACTCTCAGCTTCCACACCCTCACCCTACCCCTACATCGGACACCCCCAAGGTGAGCAGCCTGGCCAGGCGCCT!
ACTTCAGACTTGGGCCCCCTGTTCTTTCTTTCCCATTAACTTGAGTGACCTETGTGAGAGACAGACAGATGCCCCACGAGGATGGCTGGACAAGGA
»19
CTAACTTAACCTGCCTGGAGTTTCCTCCTTGRAGACTAGAGTGEGETGACAGCTGTCAGTCTTTTGTGGCATTGATAGGTGCTGCATTGTGACCTG
»28
ATGETGGCCAGTTTTTGAAATCTAGGATGATGGGGAGCCAGATCGGGATCCTGTGCCATGCATTTGAAGGTGGETTCCAGACTTCATGTGAAGTTG
»21
GGACTTTATGTGGTAGCCACTTGGATGCTAAAAATGGGCGLEGETTGGAGTCCCAAGAGCACTCAGCAGGTAGATGTGGGGTGGTGCAGGAGCTGCAS




Design et commande des amorces

mm) https://primers.neoformit.com/

CHyU
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Utilisation des parametres par défaut : amplicon de petite taille, TM cible 60°

Enter FASTA DNA sequence(s)

e.g.
>part of X@8351 Human mRNA for b
CACGGCATCATCACCAACTGGEACGACATGEAGARAATCTGECACCACACCTTCTACAATGAGCTGCGTATGGCTCCCGA
GEAGCACCCCATGCTGCTGACCGAGGCCCCCCTRAACCCCAAGGC CAACCGCGAGAAGATGACCCAGATCATGTT TGAGA
CCTTCAACACCCCAGCCATGTACGTTGCTATCCAGGCTGTGCTATCCCTGTACGCCTCTGGCCGTACCACTGGCATCGTG
ATEOACTCCOGTEACGEEOTCACCCACACTGTGCCCATCTACGAGGEGTATGCCCTCCCC

Optional parameters

Primer length (nt)

Amplicon length

Min

Melting temperate (°C)

Optimum

Annealing properties

GC mir 200 GC clamp Self-dimer (any m Self-dimer (3

>hgl9_dna range=chr16:28824794-29042118 5'pad=8 3'pad=@ strand=+ repeatMasking=N

GGATTTTTGGATACT TACAGAAGGGAACATAGTTACCAATTATGGGCTCATGACCAATTACAGAACTGAGGATCTTGGAAGCTTGTCATATTTEC

»2

CCTTTT TR AT AATATATTCATGTCTTTAT T TGTACATGCTAGCCATCTTTTTTTT I TTAT T TGGTCCATAGGCATTTTATTTGTAAATATGTGTTACATCTCTAGAA
AAAGAGTCCCAGGATTTTCCTTCCTGTGTATTTTCGTCTTGCTTCTTCATGGTCCATGATGCCAGC TGAGGTGGTCAGTACAATGAAACCAAACTGGCGGGATGGAAG
CAGATCATTCTGCTATTTTTCTAGATCT TTGCACATCAAATCTGGGECTGATCCCACGTTTAGCCTGCCTGTGAGGTTTACAGTAATTTTCCCAGCTGTGTGATCATC
AGTGATTTCAAATTCGCCAATGTAACCATGCTTCATCATCACAGTTAGAAACTGGACGATGACTTTGGAGAATGGCCTAATAGGTACCTGGCATTTTGCCTCTCTTTT
TGGCATTGTTGATG

>3
TGTCAATGTTCTTGAGAGCATCAGCCGGGACAGTCATATGCGCCATTTTGGTGGCAGGGGAAGATGGAGGAAAGAGCTTTCTTTTTTTTCTCTCCTCGTTCTTATTTT
TTATACAAGTTATTGGAGGTTAGCTCTACAATTCGGCCTTTAGGTAGCAGAACATTCAAGACTATGACTTAATTTGAGGAGTAAT TAAAATAGCCAGCAACTGGTGCA
ATGATCATTATGACAGTGAGTCTCATTTTGGAGAAACAGTGAGRACTTTCCTTGTATGAAAGATAACTATCTCTTTTTTTAGTTTTTTA



https://primers.neoformit.com/

Design et commande des amorces

m=) Choix d’un ou plusieurs design
parmi ceux proposés

=) Sondes UPL1 390 disponibles au
laboratoire

m=) Seules les amorces sont a

commander (amorces classiques)

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

CHY
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Assay #2

UPL probe |[#3

Primer Sequence
Left 21 60, TTCCGAGCAGOGGAAATATC

Right

Amplicon (72 nt)
TTCCGAGCAGGGGAAATGTCCATCTAGCTGCCCTCTGCTGGGT TGCAGCCTATGCCATGAGAGGGTACTGGA

TTCCGAGCAGEEGAAATGTC CTGCTGEG TCCAGTACCCTCTCATGGCA
AGGCCAACCCTTCOGAGCAGEGGAAATGTCCATCTAGC TGCCCTCTECTEGAT TGCAGCC TATGCCATEAGAGEETACTGGAAGCAGGAGEE
352 444

Sequence
AGATGGGTTTGGCACCTGAG

AGCCTCCTGEOAGATAGTGG

Amplicon (80 nt)
AGATGGGTTTGGCACCTGAGCTGAAGCCATGCTGGCTCCAGAGCGATAGAACATTCTTTCCCACTATCTCCCAGGAGGCT

#58
AGATEEETTTGECACCTGAG GCTCCAGA AGCCTCCTGEEAGATAGTGE
CGAGGAAACAAGATGEETT TEGCACCTGAGCTGAAGCCATGC TG TCCAGAGCGATAGAACATTCT T TCCCACTATCTCCC AGGAGGCTEAATAACGGL
55 155



Design et commande des amorces CHI‘{
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mm) Veérification de la spécificité de I'amorce via l'outil In-Sillico PCR de 'UCSC

UCSC In-Silico PCR

>chrl6:28844344228844416 73bp GGGTCAGACTGGACTGTGTG GATCCAGGCTGTTCTCAGGG
GGGTCAGACTGGACTGTGTGEg tttctctcttccagetteageccagtag
ctcCCCTEAGAACAGCCTGGATC

Primer Melting Temperatures

Forward: 59.1 C gggtcagactggactgtgtyg
Reverse: 62.1 C gatccaggc_tgttctcaggg . . . . . )
The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3

UCSC Genome Browser on Human (GRCh37/hg19)
move | <<< << < > => 3> | Z00MIN|15x 3x 10x base |[ZOOMout| 15x 3x 10x 100x

multi-region | chr16:28,854, 158-28,854,229 72 bp. |gere chromosome range, search terms, help pages, see exa""||3ll| go | examples

chri6 (p11.2) [16p13.3 [ I HEE] [ERI{6p11.2] 16q11.2 CIENN122] 16921 [EEEE] BN | \

Scale 20 bases| | hgto

chri6: | 28,854,170 28,854,180| 28,854,190 28,854,200| 28,854,210 28,854,220/
| —~ TTCCGAGCAGGGGAAATGTCCATCTAGCTGCCCTCTGCTGGGT TGCAGCCTATGCCATGAGAGGGTACTGGA
| R ¢ 2 Ass bly Fix Patch Se ce Alignments

FlefereHéé ;i\ssemby Al.iérnate Haplotype Sequence Alignments
Your Sequence from PCR Search

l I
UCSGC Genes (RefSeq, GenBank, CCDS, Rfam, tRNAs & Comparative Genomics)
NPIPB7 | <}} R
| TUFM ﬂ—}}
J RefSeq genes from NCBI
RefSeq Curated
Publications: Seguences in Scientific Articles

Sequences
SNPs

OMIM Gene Phenot

OMIM Genes

Gene Expression in 54 tissues from GTEx RNA-seq of 17382 samples, 948 doneors (V8, Aug 2019)

H3K27Ac Mark (Often Found Near Active Regulatory Elements) on 7 cell lines from ENCODE

Layered H3K27Ac

Short Genetic Variants from dbSNP release 155
Commaon dbSNP(155)
Repeating Elements by RepeatMasker
RepeatMasker




Design et commande des amorces

m=) Commande des amorces : fournisseur d’oligonucléotides habituel, pas de
purification spécifique, déja reconstituées

* Colt < 10€ par couple d’amorces

e Livraison en 48-72h

CHY

ROUEN NORMANDIE



Réalisation de la ddPCR

1/l2![3/[4'15]| 6].7| 8
DG8™ Cartridge

DN TEoRARIR sBregard (4-5 confirmations + étude parentale) : 2h

=
mm) Réalisa on sur plateforme Biorad QX200

mm) Réalisation de la PCR

mm) Lecture des gouttelettes sur plateforme Biorad QX200

CHY
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Mise en forme et analyse des résultats

[

9000

e Test:région 16p11.2
» Référence 1:région 11g23.3 (géne HMBS)

Amplicons

+/- (Amplicon test)

+/+ Double encapsulation

‘ Ch1+Ch2+:7412 Ch1+Ch2-:5974 Ch1-Ch2+:3301 Ch1-Ch2-2664 ‘

+ ..

2.5000
g
1000 ‘ oD PO i S
) t * t + + + * +
500 | 1000 1500 oo i 2000 2500 ‘ 3000 3500
-/+ (Amplicon référence)
Nombre de copies Ratio (cible / référence)
* Cible : 1385 copies/uL  Théorique : 3

Référence : 949 copies/ulL

e Obtenu:2,92

CHY/
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Mise en forme et analyse des résultats

mm) Veérification de la bonne séparation des populations de gouttelettes

i
|

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

» Diminution de la quantité d’ADN utilisé (50ng en temps normal)
> Nouveau design d’amorces
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Mise en forme et analyse des résultats

m=) Vérification du nombre de gouttelettes analysées

We

B

D1
1

L

L8]

E

Expeniment
CHv2
CHv2
CHv2
CHv2
CHv2
CHv2

Sample
2203152
2203152
2307841
2307841
2307843

T Target
LYy 056 _UPL_2Ed...
L.1 HMEBES
LYy 056 _UPL_2Ed...
L.1 HMES
LYy 056 _UPL_2Ed...
L1 HMEBES

Status
OK
OK
OK
OK
OK
OK

Coonc{copies/pl)
1385
949
1136
746
875
871

—

2T
18580
22720
14520
17300

17420

LD, .

Acceptedliroplets
1535
18231
123138
18138
1252
122

CHNW
252

304

‘ nAccepted Droplets > 38000 requis
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Mise en forme et analyse des résultats

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

_ 3.04
3 292 L

Copy Number

2 2.01 IC

Blanc Cas index Meére Pere
Sample

m=) Ici duplication d’origine paternelle -> Précise I'interprétation du CNV et le conseil génétique
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Validation de la méthode et études de performances

Calculated copy number

Calculated copy number

Locus 6q26
Locus 16pl1.2
Locus Xq28

2.5 - x
s .
x
x x
204 X x X ¥
1.5
K
1.0 4 x
[ % x x x
0.5 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
input DNA (ng)
Amplitude de mesure
2.5 4
R 5950600 0% 00 s x s S0 st o
2.0 125 S s e o R S X R X X
1.5
1.0 X
0.5
% Locus on X chromosome *x Locus on an autosome
0.0 T T T T T T T ) 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Number of tests

Etude des ADN témoins

Calculated copy number

2.5 -
X 6926
X x ® X 16pll.2
x % x % X XX % XX pxXx x x I
2_0-x":!xxx""x"*xxx,,xx§x*x:§x**xx§ X Xq28
1.5 4
1.0 o % % 50 % 3 5 X X X XX Xk XHKKK g x X XX
Qg e ——————————
0.0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Replicates

Répétabilité

CHY

ROUEN NORMANDIE

Nombre de copies

Type d'évenement

Intervallles de référence

0

1

Délétion homozygote

Délétion hétérozygote
Normal (chrX, individu masculin

Normal
Duplication (chrX, individu masculin)

Duplication hétérozygote
Triplication

Quadriplication

0

0,79 -1,21

1,79 -2,21

2,79 -3,21
3,79 -4,21
4,79 -5,21

Intervalles de référence




Etude initiale de la cohorte de CNV

Calculated copy number

Large CNV >10 Kb (N=75)

[ b
4l *x
% %X %X x ¥ :
2 VTS S AARVE $IVEVE JUSVE 3'T 3 ok 2P'S 3 2alak 2 2 3V X ; x""x"
.............. x S,

24 x_dkxx

....................................................................................................................................................................................................

X xX

1- x+x*x++x""Xxxxx*xxxxxxx*xxxx*xx"xx : XXXXTXT 0
0

Different CNVs

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

87% des ddPCR quantitatives dés le premier design
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Discussion

Technique fiable et reproductible

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

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

1 1 31

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

Clini I hemlstryr 65:9 Molecular Diagnostics and Genetics
1153-1150 (2019)

A Simple, Universal, and Cost-Efficient Digital PCR
Method for the Targeted Analysis of Copy
Number Variations

Kevin Cassinari,’ Olivier Quenez,® Geraldine Joly-Healas,'T Ludivine Beaussire,"™ Nathalie Le Meur,’
Mathieu Castelain,’ Alice Goldenberg,' Anne-Marie Guerrot,” Anne-Claire Brehin," Jean-Frangois Deleuze,”
Anne Boland,® Anne Rovelet-Lecrux,® Dominique Campion,®* Pascale Saugier-Veber," Nicolas Gruchy,”
Thierry Frebourg,' Gaél Nicolas,** Nasrin Sarafan-Vasseur,"* and Pascal Chambon™

https://academic.oup.com/clinchem/article/65/9/1153/56085117?login=true
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