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1) Ventajas y usos de la dPCR

Particularidades de la dPCR

Dilucién de la muestra y La reaccién de PCR se Amplificacién de Revisién y cuantificacién
preparacién de la mezcla divide en miles de divisiones en PCR absoluta
de reaccién de la PCR reacciones individuales. convencional

PREANALITICA PARTICION AMPLIFICACION ANALISIS
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1) Ventajas y usos de la dPCR

O 0V EE

Cuantificacion absoluta
No hacen falta referencias ni curvas estandar

Alta tolerancia a inhibidores
Debido a la particiéon y medida a tiempo final

Mayor precision
Detecta diferencias con cambios muy pequefios

Mayor sensibilidad
Detecta mutaciones raras y dianas muy diluidas

Alta reproducibilidad

Elimina el sesgo de eficiencia de amplificacion

Pathogen detection (11.10%)

(33.16%)

CNVs
Cambios en el numero de copias
Deteccion de

mutaciones raras
SNVs de baja frecuencia

Cuantificacion
Librerias de NGS

Carga viral
Deteccion de virus y patdogenos

Expresion génica
Analisis de cambios de expresidn



IAVANTE

TECNICAS DE ANALISIS POR PCR DIGITAL

2) Similitudes y diferencias entre plataformas de dPCR
ThermoFisher BIO RAD §§?¢§§

SCIENTIFI1C

QuantStudio 3D QXDx ddPCR QlAcuity
1992 2006/2007 2011 2020
dPCR concept First commercial dPCR First commercial dPCR First commercial
first conceived and system introduced based system introduced based on nanoplate-based dPCR
described on microfluidic chips water-oil emulsions/droplets system launched

and microarrays

Dl I Iy

2021

e 2080 2017 Second
First paper using the term First commercial dPCR First commercial .
“digital PCR” published system introduced based microplate-based dPCR generation
on spinning microfluidic discs system introduced AbSOIUteQ
ThermoFisher

SCIENTIFIC
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2) Similitudes y diferencias entre plataformas de dPCR

MISMO MECANISMO DE DETECCION

Dye-based RT-qPCR Probe-based RT-gPCR
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2) Similitudes y diferencias entre plataformas de dPCR

7~ N\
Forma de
particionar
N———"
N\ —
En gota En chip
(emulsion) (microfluidica)
N ~__~
Droplet digital PCR digital PCR
(ddPCR) (dPCR)

RainSur

8] EENCTE EFL

QIAGEN

STILLd
? FLUIDIGM
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2) Similitudes y diferencias entre plataformas de dPCR
Tecnologia de PCR digital en gota (ddPCR)

La PCR digital en gota (ddPCR) es un método para realizar PCR digital que se basa en la tecnologia de gotas
de emulsiéon agua-aceite. Una muestra se fracciona en 20.000 gotas, y la amplificacion por PCR de los
moldes ocurre en cada gota individual. La tecnologia ddPCR utiliza reactivos y flujos de trabajo similares a los
utilizados para la mayoria de los ensayos estandar basados en sondas TagMan.

La particion masiva de muestras es un aspecto clave de la técnica ddPCR
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2) Similitudes y diferencias entre plataformas de dPCR

Droplet Digital PCR Systems

Bio-Rad's Droplet Digital PCR Systems provide ultrasensitive and
absolute nucleic acid quantification.

QX600 Droplet Digital PCR System
Advanced 6-color multiplexing for up to 96 samples per run

QX600 AutoDG Droplet Digital PCR System
Advanced 6-color multiplexing for up to 96 samples per run for high-
throughput analysis

QX ONE Droplet Digital PCR System
A high throughput multiplexed and integrated droplet digital PCR
system

QX200 AutoDG Droplet Digital PCR System
For high-throughput analysis

Lector de

fluorescencia QX200 Droplet Digital PCR (ddPCR) System
For analyzing up to 96 samples

x’

: nerador
Termomclador - Generador de gotas
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2) Similitudes y diferencias entre plataformas de dPCR

Tecnologia de PCR digital en chip (microfluidica)

La PCR digital en chip (dPCR) es un método para realizar PCR digital usando arrays de miles de pocillos que
permiten particionar (compartimentalizacion) la reaccidén en miles de microcamaras independientes.

La particion masiva de muestras es un aspecto clave de la técnica dPCR
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ThermoFisher
SCIENTIFIC

2) Similitudes y diferencias entre plataformas de dPCR (12 -
generacion)

QuantStudio 3D

20,000 Reaction-wells

Cargar chips Hasta 24 chips
(manualmente) simultaneos

Leer chips
(manualmente)
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ThermoFisher
SCIENTIFIC

2) Similitudes y diferencias entre plataformas de dPCR (20 .
generacion)

QuantStudio AbsoluteQ
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1) Similitudes y diferencias entre plataformas de dPCR QIAGEN

Fluorescence intensity (RFU)
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Analyzed partition

Single well detail Analysis view (Representative 1D Scatterplot)

Simplifying
digital PCR
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3) Analisis de resultados de dPCR

N N - .
S \\\ 3 \\‘ \\‘ S Secuencia 1 Secuencia 2
N \Y N
A Sk S S XD 000000
L v Dbucion (ZRERS SO
S Y a8 aleatoria
; S S & OO OOOOOO
Y« S > —
N \Y \)
Q S T R 16/24 2/24
S R |

Cualquier molécula tiene las mismas probabilidades de acabar en una particion

La localizacion de una molécula es independiente del resto de moléculas
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3) Analisis de resultados de dPCR
MODELO: Distribucion de Poisson

0.40
0.35
0.30

— 0.25

! 020 Frecuencia

015
0.10
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0.00
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3) Analisis de resultados de dPCR
MODELO: Distribucion de Poisson

A 1 1 1

0.8 A 0.8 AR0-3 0.8 = 0.8 =0
g 0.6 0.6 0.6 0.6
2 04 0.4 0.4 0.4
0.2 0.2 0.2 I I I 0.2
0 0 0 0

01234567 01234567 01234567 01234567
Moleculesper partition (k)
Concentracion Baja Intermedia Alta
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3) Analisis de resultados de dPCR

M= —In(1 - (E))

R

M = Numero promedio de moléculas target por particién

P = Numero de particiones con el producto amplificado

R= Nimero de reacciones/particiones analizadas

Secuencia 1l Secuencia 2

eSS ees e seeee

SO0 0ON000000
COOL OOOOOO

16/24 2/24
400 puL
Secuencia l Secuencia 1l 24 particiones

Secuencia 2

M=—-In(1 =
-1~ (5g)

1.0986 moléculas por particion

M=—-In(1 2
e (3)

0.087 moléculas por particiéon

=18 moléculas por pL de muestra

1.0986 moléculas por particion
Secuencia 2

= 1.5 moléculas por pL de muestra

0.087 moléculas por particiéon
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FAM Amplitude

3) Analisis de resultados de dPCR

Visualizacion de resultados

ddPCR (en gota)

dPCR (en chip)

CNV:1.09 Conc:93.3 FAM Pos:1505 Neg:15397

51§ § 8

Event Number

6000

2D plot

1D plot

Negative
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3) Analisis de resultados de dPCR

Visualizacion de resultados

ddPCR (en gota) dPCR (en chip)

Amplitude

Albumin template input copy number
(DNA copies)

Reacciones sin clasificar Problemas de carga de chip
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3) Analisis de resultados de dPCR

Visualizacion combinada

FAM: Target 1

. P

VIC: Target 2

ABY: Target 3

CYS: Target 4

y@fi@n 31
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3) Analisis de resultados de dPCR

%0 Shiaas

Histogramas y graficos de nubes de puntos
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Channel 1 Amplitude

3) Analisis de resultados de dPCR

Tumor 2-T790M positive sample - Seki’s, In-house & LT’s primers

-/ Mutation

-

-

Channel 2 Amplitude

WT Tagman
Probe

Primer

MT Tagman Primer
Primer Probe

- 4

Primer

B A G
—_— \ '
/G ~
C universal variant
w o e
ins, del or SNV ~

Chl amplitude

Ch1 amplitude

Ch2 amplitude
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3) Analisis de resultados de dPCR
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4) Aplicabilidad clinica y estudios observacionales de dPCR en cancer

m Confirmacion NGS tejido

Diagnostico &g

Basado en BL

m Riesgo de recurrencia
= Monitorizacion (MRD)

Pronostico B&a

Seleccion tratamiento

= Predictivo [
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4) Aplicabilidad clinica y estudios observacionales de dPCR en cancer

Variantes GERMINALES Variantes SOMATICAS MEEERG RIS

gamete gamete

Variation can occur during -

fetal development or any |-~

time after birth in any cell |~

of the body, except those |~
of the germline

body, including
those of the germline

Variation present
in every cell in the

Variants are not
passed on to
offspring

Variants can be
passed on to
offspring
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4) Aplicabilidad clinica y estudios observacionales de dPCR en cancer

TUMOR SAMPLE HETEROGENEITY

- e

Homogenous sample Homogenous sample Heterogenous sample Heterogenous sample Heterogenous sample

‘healthy’ CN loss CN loss CN loss and gain CN loss and gain
CN=2 CN=1 CN net=10%loss CN net= No change CN net= 10% loss
CN Healthy cells,  Altered cells, Resolution CN Healthy cells,  Altered cells, Resolution
LOSS CN=2 CN=1 needed GAIN CN=2 CN=10 needed
% of 50% 50% 25% % of 90% 10% 40%
calle 80% 20% 10% colls 97.5% 2.5% 10%

7

Fine resolution and high quantitative power is needed!

BMC Genormics volume 15, Article number: 84 (2014)
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4) Aplicabilidad clinica y estudios observacionales de dPCR en cancer

Dificultades en el uso de dPCR para biopsias liquidas:

» La proporcion de ctDNA vs total cfDNA es muy baja (especialmente en
estadios tempranos) - necesario tecnologias muy sensibles

> Extraccion de cfDNA - eficiencia de la tecnologia (basado en beads
magnéticas ligeramente superior calidad a basado en membranas)

» Protocolos preanaliticos: forma de extraer el plasma, centrifugaciones,

conservacion - pureza de la muestra - reproducibilidad
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4) Aplicabilidad clinica y estudios observacionales de dPCR en cancer

eSO

EGFR mutations digital PCR detection kit

The EGFR mutations digital PCR detection kit is designed
based on droplet digital PCR technology and TaqMan

fluorescent probe technology to specifically detect the..

ALK/ROS1/MET gene fusions and mutations digital

Specifically detect the mutations of ALK, ROS1, MET gene

ith

in paraffin-embedded tissue samples from patients with

non-small cell lung cancer.

KRAS/BRAF/NRAS/PIK3CA mutations digital PCR

The KRAS/BRAF/NRAS/PIK3CA mutations digital PCR
etection kit is designed based on droplet digital PCR

technology and TagMan fluorescent probe technology to...

earn More

Tamm—

i TR

€
(VE:E

TERT/BRAF mutations digital PCR detection kit

The TERT/BRAF mutations digital PCR detection kit is a
digital PCR assay for qualitative detection of TERT and

BRAF gene mutations, including TERT gene promoter...
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4) Aplicabilidad clinica y estudios observacionales de dPCR en cancer

EGFR mutation detection

o

EGFR mutation detection in NSCLC FFPE
samples using Crystal Digital PCR® and Nio™+
system

Read Application Note —

Detection of EGFR Mutations in Plasma cfDNA
and Paired CTCs of NSCLC Patients before and
after Osimertinib Therapy Using Crystal Digital

PCR

Read Publication —

High multiplex, ultrasensitive EGFR detection
using the EGFR 6-color Crystal Dgital PCR Kit

Read Application Note —

Detection of EGFR mutations in plasma cfDNA
and CTCs of NSCLC patients using Crystal Digital
PCR™

Watch Webinar On-Demand —)

ESR1 mutation detection

ESRT mutation detection in FFPE and Plasma
DNA of breast cancer patients using Crystal
Digital PCR® and Nio™+.

Read Application Note —

Other indications

Detection of oncogenic mutations in paired
circulating tumor DNA and circulating tumor cells
in patients with hepatocellular carcinoma

Read Publication —

A detection of hypermethylated circulating tumor
DNA by Crystal Digital PCR

Read Application Note —

An ultrasensitive high-plex assay detection 24
PIK3CA mutations using SAGAsafe technology
and 6-color Crystal Digital PCR

View Poster —
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4) Aplicabilidad clinica y estudios observacionales de dPCR en cancer

Comparacion con NGS y heterogeneidad tumoral

NGS dPCR
Biomarker discovery Ciscover biomarkars
and verification
Neoplastic chenges Tumor Responsa Aecumance

Carlify rew orivat
muisticon

1 T 1 any diver Nanitor raspon e
3 matations reslatance
of tumor progression

Dynamic monitoring
NGS and dPCR
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4) Aplicabilidad clinica y estudios observacionales de dPCR en cancer

Combinacién de NGS y dPCR para monitorizacion

Overview of how dPCR can be used to detect MRD

2 = T: ted Monitoring of MRD and ongoing
Initial tumor profiling by NGS trzg?r?]:nt surveillance via:dPCR
. /\ i , A

I ATCGGCA il @O0
OR amp [TTCCCC o =p a ODOO
CGCATCG AOOD
GACTACG OO®O

Tissue biopsy Liquid biopsy Identify mutations via Liquid biopsy Dotection:af

(solid tumors) (blood cancers) next-generation v dandar

sequencing (NGS) variants
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4) Aplicabilidad clinica y estudios observacionales de dPCR en cancer

Heliyon

Volume 8, Issue 11, November 2022, e11339

Research article

o

CelPress

Comparative analysis of QS3D versus droplet
digital PCR for quantitative measures of EGFR
T790M mutation from identical plasma

Qiaomei Guo * b1 |in Wang * ! Xiaohui Liang * 1 Mingna Zhao ?, Xia Huang_b, Wanxing Xu 2,

iatao Lou ? Lihua Qiao * 2

(A) P=0.7765 (B)

mutation abundance AF%

Qs3D dPCR droplet dPCR

droplet dPCR
(mutation abundance AF%)

R?=0.98

T T T 1
0.1 1 10 100

QS3D dPCR
(mutation abundance AF%)

(A)
overall concordance 66 6| 91.7%
negtive concordance 51 89.5%
postive concordance 15 |8| 714%

(B)
Mutation ‘

TKIs

QS3D dPCR

cropet PR | 1 ||

EXon 19 deletion
M LsserR

- uncommon activing mutations

()] 3000
33 o .
5 %2000- =~ .
a8
°
3%
8= :
ANy
- /
0 ' T
0 1000 2000
QS3D dPCR
(T790M WT copies/pL)

L

m il i m
mlulnnl'lllll it

m 1 n

gefitinib I >=12 months I T790m+
M icotinib W <12months T790M -
I Other TKIs
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Qs3DdPCR
(T790M MU copies/pL)
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4) Aplicabilidad clinica y estudios observacionales de dPCR en cancer
scientific reports

T Crack for updaten

OPEN |dentification of TP53 mutations
in circulating tumour DNA in high
grade serous ovarian carcinoma
using next generation sequencing

technologies

Leslie Calapre’, Tindaro Giardina’, Aaron B. Beasley’’, Anna L. Reid™, Colin Stewart™*,
Benhur Amanuel™**, Tarek M. Meniawy'** & Elin 5. Gray*"
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4) Aplicabilidad clinica y estudios observacionales de dPCR en cancer

Molecular

Oncology

023

152 FEBSPRESS

Plasma-based analysis of ERBB2 mutational status by
multiplex digital PCR in a large series of patients with
metastatic breast cancer

%, Véronique Quillien'*?, Florence Godey'*, Mathilde Cherel', Agathe Cochet?,
Fanny Le Duz, Lucie Robenz, Héloise Bourienz, Angélique Brunotz, Laurence Crouzetz,
Christophe Perrin?, Claudia Lefeuvre-Plesse?, Véronique Diéras? and Thibault De la Motte Rouge2

Julien Corné’

(A)
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1 Department of Biology, Centre Eugéne Marquis, Unicancer, Rennes, France
2 Department of Medical Oncology, Centre Eugéne Marquis, Unicancer, Rennes, France
3 INSERM U1242, University of Rennes, France
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4) Aplicabilidad clinica y estudios observacionales de dPCR en cancer
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4) Aplicabilidad clinica y estudios observacionales de dPCR (mas alla del cancer)
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