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Lectaly,

Quantification du nombre de copies intégrées de vecteur

lentiviral par ddPCR

your gene transfer partner
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VECTALYS

> Objectifs de Vectalys et intéréts pour la ddPCR
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Lvectal st
Présentation Vectalys

Production d’outils de transfert de génes
pour cellules de mammiferes : Vecteurs
viraux dérivés du HIV ou du MoMLV

Création de modeéles cellulaires Création de modeéeles animaux
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vectalys
Propriétés des vecteurs lenti et rétro-viraux

v’ Intégratif (site d’'intégration aléatoire, nombre d’intégration fonction de
la dose de vecteurs)

v Expression stable du transgéne

v’ Création de modeles cellulaires et animaux trés rapides, sans besoin
d’antibiotique

v Trés haute efficacité de transfert de génes sur cellules immortalisées,
primaires et cellules souches
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Variation du nb de copies/cell fonction de la dose de N
vectalys
vecteurs
Population polyclonale portant de
+ % 0 a X copies transgéne/cell
Qté Cells
H_Fi il i S— Nb copies intégrées/génome
| 5 0 2 4
10 0 4 8
Dose de vecteurs/cell | 20 1 5 50
40 1 10 50
L1001 20 60
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Lvectal ﬁs
Intéréts de la ddPCR

1- Quantification du CNV en fonction de la dose de vecteurs :
- Plus besoin de gamme
- Meilleure reproductibilité
- Echelle de détection plus large

2- Détection d’événements rares :
- Utilisation de vecteurs viraux non intégratifs

!

Intégration residuelle d’environ 1/4000

!

ddPCR : + sensible, gté matrice réduite
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5. vectalys

QUANTIFICATION NB COPIES PAR QPCR

> Utilisation de 2 clones cellulaires :

- Clone D2 : 1 copie intégree
- Clone F11 : 10 copies intégrees

your gene transfer partner
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qPCR Vecta].ys . Gammes étalon : 0.5 A 500ng

&

vectalys

-

Standard Curve Ct Value=f{gDMNA quantity)

# UCS clone F1 value
M GaglLenti clone F1
A UCO clone D2
» GagLenti clone D2 2 . 1 COpIe
Y= -3;3_333;9—3:-.455 E= 99,05% - t
V=-3.262%4+28114 | Lo ceo =0 i :
R?=0,9922 s =5 -
VS-3.2525x+ 29,1511 o oo .
FeLLai ’ o \\' F11 : 10 copies
o= 'Séﬁi?;;;;:'ms E= 106,42%
7.0 \'\1
\.\-
1,00 chu,clu 1,00 2,00 Log[ADN] 3,00
Gene de ménage Gag Lenti
gDNA Clone F1 Clone D2 Clone F1 Clone D2
R2 0.9939 0.9903 0.9922 0.9966
Linearity 500 to 0.49 ng 500 to 0.49 ng 500 to 0.49 ng 500 to 0.49 ng
E 99.95% 102.98% 102.56 106.42
Conformity OK OK OK OK
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DROPLET DIGITAL PCR TEST1

> Gradient de température sur clones 1 et 10 copies/génome

> Gradient de température selon deux concentrations d’oligos : 100 vs 900nM

your gene transfer partner
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Gradient de T° sur clone 1 copie/génome
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vectalys
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Gradient de T sur clone 1 copie/génome
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Gradient de T~ sur clone 10 copies/génome
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vectalys
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| 5 . Lvectalys
Gradient de T sur clone 10 copies/génome

00 ) ~ ( \
100 nM Primer \/900 "M Primef
oy H & o oy 1510 @ it 1520 @
E 1200
3
2
Q
YUooano
5
400 —
100 nM primers /\ 900 nM primers /
0 T T T T T T T T
&0 59 BE.2 57.8 1] 59 BE.2 57.3

CONFIDENTIAL



g.‘u
vectalys
Conclusions 1

Quelgue soit le nombre de copie a detecter/génome :
» Hybridation a 59°C
» 900 nM primers, 250 nM sonde

Pour 1 copie/génome : Pour 10 copies/génome :
» 30 ng/puits » 15 ng/puits
» 54.7 copies/uL » 1570 copies/uL

|

Détection OK
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vectalys

DROPLET DIGITAL PCR TEST2

> Détection d’événements rares

- Mise au point sur ADNg clone 1 copie/genome dilué dans I'eau
- Mise au point sur ADNg clone 1 copie/génome dilué dans ADNg NT

your gene transfer partner
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Mise au point sur ADNg clone 1 copie/génome dilué dans N
" ) = PEE vectalys
eau

Gamme de 1000 copies/rxn (50 copies/uL ddPCR rxn) a 8 copies/rxn (0.4
copies/uL ddPCR rxn)

ﬂiE
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c
e
g 30— |
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t
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122 8
10— [
113
: 2 566 0
420 165 311 276 A
0 T T T T T T T T T
1000 500 50 125 62.5 .25 16 8 HTC
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Mise au point sur ADNg clone 1 copie/génome dilué dans
ADNg NT

(_g“
vectalys

- Gamme de 1000 copies/rxn (50 copies/puL ddPCR rxn) a 8 copies/rxn
(0.4 copies/uL ddPCR rxn)

i L
411
281 I

10— 106 E‘- - -

Ch1 Conci{copies/uL)
=
|

6.5 I 622 W
Inm

T T I T
1000 500 50 125 61.5 31.25 16 g NTC
Sample
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Conclusions 2

» Résultats comparables entre les deux types de dilution (eau ou ADNQ)
= Résultats linéaires de 1000 a 125 copies/rxn

= Résultats non-linéaires <125 copies/rxn, a cause d’'une contamination
des matrices
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vectalys
Perspectives

= Besoin de quantifier le nombre de copies/génome dans
populations cellulaires polyclonales et monoclonales

» Sans gamme étalon , .
_ J o Methode + rapide
» meilleure reproductibilité + sensible
» meilleure sensibilité de détection +reproductible

= Détection d’évenements rares, pour vecteurs non intégratifs
» Poursuivre la mise au point sur les gammes
» Passer les échantillons a analyser
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