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Validation de résultats Hi-Seq par Pyroséquencage et dd-PCR

* Dispositif expérimental

e Echantillons testés sur Q24 a Jouy et
problemes rencontrés

 Attentes des tests effectués

e Marqueurs testés et profils
d’expression
 Bilan ddPCR

 Marqueurs testés et profils
d’expression
* Bilan pyroséquenceur

£ - 4 _ Retours d’expérience ddPCR - Pyroséquencage
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Recherche d’empreinte parentale chez 'embryon de poule
par séquencage d’ARN

Choix des lignées :
- Distantes génétiguement
- Les plus consanguines possible

2 298 622 SNP discriminant
les parents (ADN génomique)

Lignée 6 —

Croisements réciproques :

T T ! Embryons récupérés : 6 males et
/ 6 femelles par sens de croisement

_ Extraction ARNm - séquencgage
- 6 lignes de séquencage

Mf% AAm% - Chaque embryon en triplicat
s M T 200 Gb de séguences

Croisement 1 Croisement 2 96 candidats tres faiblement
— exprimeés
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Candidats a I'empreinte analysés

Recherche de locus ou un alléle est exprimé dans un sens de croisement et |'autre allele
dans l'autre sens de croisement

HiSeq : Candidat EMP003 Hiseq : Candidat EMP004
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Certains candidats passés en pyroséquencage a Jouy
montrent des profils inattendus

ADN ARN

Sample ID: ADN_7127_F14_EMP003 Sample 1D: ARN_ 7127 F14_EMP003
Note: .
Note:
Analysis version: 1.0.10 Analysis version: 1.0,10
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Sample TD: ARN_7127_M20_EMP003

Note:
Analysis version: 1.0.10

ADN : proportions 50/50 |

ARN : Extinction aléatoire d’un alléle au sein : L \ | L

du méme sens de croisement
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Des échantillons repassés a Jouy montrent des profils
d’expression différents

Sample ID: ARN_8303_F7_EMP003

Note:
Analysis version: 1.0.10
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Attentes des tests de candidats sur pyroséquenceur et DD-
PCR

- Confirmation de biais alléliques sur candidats testés
=» EMPO003 et EMPOO05

-Test de |a capacité de détection de biais a une échelle d’expression tres
faible

=>» EMPtest
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Droplet Digital PCR

Retours d’expérience ddPCR - Pyroséquencage
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EMPO003 en droplet (cDNA)

Ch1-Conc:167 Pos:1579 Neg-9606 ) Channel 1 Histogram
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EMPO0O03 en droplet (cDNA), vue 2D

Ch1+Ch2+:214 Ch1+Ch2-:1365 Ch1-Ch2+1191 Ch1-Ch2-8415
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EMPO003 en droplet (ADNg embryons), résultats
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EMPO003 en droplet (cDNA embryons), résultats

HiSeq : Candidat EMP003
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EMPOO5 en droplet (cDNA), sondes LNA : vue 1D

Ch1-Conc:141Pos:1671 Neg:12251 ) Channel 1Histogram
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EMPOO5 en droplet (cDNA), sondes LNA : vue 1D

Probleme de spécificité des sondes

Ch1-Conc:141Pos:1671 Neg:12251
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EMPOO5 en droplet (cDNA), sondes LNA : vue 2D

Ch1+Ch2+:447 Ch1+Ch2-:1968 Ch1-Ch2+2002 Ch1-Ch2-8631
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EMPO0O5 en droplet (ADNg embryons), résultats

400 400
366
350 : : : : : 349 — 350
300 : : : — 300
=
- 251E
M 250 - i 2291 - — 250
Q
R 235 237 Ezss
2 % ] 25T 225 1228 230
211
% 200 - i ! ! ! — 200
c
S 166 1 165
150 — 150
141 138
= H
W}
100 — 100
50 — — 50
0 T T T T T T T T 0]
T w i Y o et = e
o o o o 3 z 3 I
s & & & &8 & & G
= = = = = =1 = =
S 3 =) G g g g g

\ Aamplp
| |

Croisement 1 Croisement 2
4 individus 4 individus

S—

ADN génomiques en proportion 50/50

.
Sgene p
TS & Resavi

4265 SIGENCE

(r/serdod)ouo) 7yd



EMPOO5 en droplet (cDNA embryons), résultats

Ch1 Conc(copies/pL)

Biais allélique toujours dans le méme sens
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Bilan des résultats apres ddPCR

Résultats non concordants avec Hiseq
—>Remise en cause des résultats Hiseq

Répétable en cDNA par rapport aux résultats de
pyroséquencage des échantillons testés sur la machine de
Jouy en ARN

- cDNA permet des résultats plus fiables ?
- Pyroséquenceur non fiable ?
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Pyroséquenceur

Retours d’expérience ddPCR - Pyroséquencage
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Echantillons a analyser

HiSeq EMPtest HiSeq : Candidat EMP005
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EMPtest en pyroséquencage : fonctionnement a faibles
profondeurs

cDNA embryon = expression biallélique dans les proportions attendues !
(Sur tous les embryons étudiés)

Al AC/TGCCAAACACTGCCTCCTGTGCAAGC

C:- 51%
T: 45%




EMPOO05 en pyroséquencage (cDNA) : biais allélique toujours
dans le méme sens, PCR Qiagen
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EMPOO05 en pyroséquencage (cDNA) : PCR classique

Al AC/TGTGCTGGCACCCTTCATTGCTCACT

cDNA Sens 1

B3 AC/TGTGCTGGCACCCTTCATTGCTCACT

cDNA Sens 2

C5 AC/TGTGCTGGCACCCTTCATTGCTCACT

ADN génomiques pas
toujours en proportion
50/50
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Bilan des résultats apres Pyroséquencage

=>» Résultats répétables
Remise en cause du kit One-Step RT-PCR
=>» Partir de cDNA avant le séquencage (matrices trés

faiblement exprimées)

Pas de confirmation Hiseq
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Comparaison résultats EMP005 ddPCR-pyroséquenceur

Ch1 Conc(copies/pL)
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Conclusions

Sur les deux appareils

d Facile a prendre en main depuis les manipulations jusqu’aux
analyses

d Analyse possible de matrices trés faiblement exprimées
(EMPtest + résultats concordants entre deux techno)

Pyroséquencage
d Durées de manipulations faibles et prix faible / échantillon

Droplet Digital PCR
d Débit d’échantillons plus élevé
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