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Multiplex Ligation dependent Probe

Amplification (MLPA):

La MLPA permet la detection de
remaniements genomiques de grande taille.
Cette technique est utilisee pour la
recherche de perte et/ou de duplication
exonique (non visible lors du sequencgage).




Historique de la découverte

* En 2000, ctait decrit par White, la MAPH (multiplex
amplifiable probe hybridization), technique de detection de la
variation et de quantification du nombre de copies de
plusieurs exons simultanement.(qté import.d’ADN 1pug

lourd. tech. )

® En 2002, Schouten décrit pour la premiere fois une nouvelle
methode simple et rapide de quantification genique en
multiplex, la MLP A. Elle se revele rapidement tres
superieure a la MAPH par sa plus grande facilite d'utilisation

e Elle fut ensuite appliquée avec succes a l'analyse de multiples
génes pour lesquels les deletions ou les duplications sont
fréquentes.
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Introduction MRC-Holland

® Creée en 1985
¢ Debut comme fournisseur de
— enzymes de restriction
— enzymes modifiant I’ADN.
— marqueurs de poids moleculaires de I’ADN.
® Development innovatit de nouvelles techniques pour
Recherches des acides nucleiques (TE-AFLP + MLPA)
* la technologie de la MLPA depuis 2002
— technique sensible pour quantification relative a plus de

* 50 different sequences acides nucleiques, reaction facile a utiliser et
interpreter.

® [a societé MRC-Holland™

® commercialise depuis plusieurs kits dans de tres nombreuses pathologies,
et contribue a sa tres large diffusion et son utilisation en routine par les
laboratoires de diagnostic




Principe de la MLPA

® est base sur une reaction de ligation de 2 oligonucléotides
adjacents, formant une sonde apres leur hybridation a des
sequences cibles specifiques, ce qui permet d’obtenir pour chaque
locus un fragment amplifi¢ de taille differente et de les quantitier par

électrophorése sur un séquenceur.

° Chaque fragment peut alors etre visualisé sous forme d’un pic qui
selon son amplitude par rapport au temoin, permet la detection du

nombre de copies au niveau de ce locus.




Composition de la sonde

* Chaque sonde est ainsi composce de deux oligonucleotides: un
oligonucleotide synthetique court ou LPO (left probe oligo), compose d'
une sequence specifique de la cible a son extremite 3" ou LHS (left
hybrising sequence) et une sequence commune a I' une des deux amorces

(primers) universelles de PCR en position 5 .

* un oligonucléotide long ou RPO (right probe oligo) obtenu apres clonage
dans un vecteur (le phage Ml 3 par exemple), compose de trois sequences
distinctes : une sequence specifique de la cible a son extremite 5" ou RHS
(right hybrising sequence ), une sequence commune a I'une des amorces de
PCR a son extremite 3' et entre les deux precedentes une sequence non
specifique de taille variable appelee « stuffer », qui sert a differencier les

amplifiats en fonction de leur taille.
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LPO : Left probe oligonucleotide RPO : Right probe oligonucleotide

Reverse primer

5'0
Forward primer § y
/,/

Y Stffe
LHS: Left hybridizing sequence RHS: Right hybridizing sequence

Schéma et nomenclature conventionnelle
d'une sonde MLPA selon Schouten 2002.




Composition du kit SALSA MLPA

® Kit de reaction :SALSA MLPA (100 reactions)
* SALSA MLPA buffer (Yellow cap)
* Ligase-65 (Green cap)
* Ligase-65 Buffer A (Transparent cap)
* Ligase-65 Bufter B (White cap)

* SALSA PCR Primer mix (Brown cap); mix of two PCR primers +
dNTPs

* SALSA Polymerase (Orange cap)
SALSA MLPA probemix

* SALSA MLPA Probemix (Black cap) is available in 25,
50 and 100 reactions

-




La MLPA comporte 4 étapes

* Hybridation
Apres dénaturation, une dilution d'ADN (géneralement a 50

ng/pl), est mis en contact avec un Mix de sondes (amorces de

ligation)pour une hybridation passive pendant 16 heures (une
nuit) a 60°C.

* Ligation

ligation ne se realisera que si les 2 « amorces de ligation » se sont
hybridees de fagon specifique et conjointe. La ligase raccordera donc

la partie 3’ a la partie 5’ phosphorylee .




* PCR

Apres inactivation de la ligase par chauffage, on realise une amplification
des produits de ligation. L’amorce anti sens est marquee en 5’ par un
fluorophore,permettant par la suite la detection des amplifiats apres
separation ¢lectrophoretique sur un automate de sequengage.

Durant le premier cycle de PCR, seul I’amorce Reverse s’hybride. Au
moment du second cycle la deuxiéeme amorce s’hybride également.

e Etude de fragments

Migration des produits d’amplification sur le sequenceur. Une ¢tude de la
perte et/ou deletion exonique est realisee en comparant la hauteur des pics
obtenue pour un patient avec celle des temoins normaux, grace a
I'utilisation d’un programme de calcul informatique.




1. Déenaturation

2. Hybridation

A
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3. Ligation p
4. Amplification =
- ==
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5. Separation
Temoin negatif Patient

electrophoretique

Principe général de la réaction de MLPA.




1. Denaturation & 2. hy'hridisaliurl *—— PCR primer seguence X
PCR primer «+—— Stuffer sequence (different for
sequence Y ‘\1_H__H___ Hybridisation each probe)
SE[II.IEI‘ICE 4
Target A Target B
3. Ligation ¥ I
5 | -: Y : - The two parts of each probe hybridize
: to adjacent target sequences and are
3 Target A . a] ligated by a thermostable ligase.
3 Target B 3

4. PCR: All probe ligation products are amplified by PCR using only one primer pair.

Y x Y ¥ The amplification product of each prol
5 . = has a unigue length (130-480 nt).

5. Separation of amplification products by electrophoresis: Amplification products are separated by

electrophoresis. Relative amounts of probe amplification products, as compared to a control DMA sample, reflect the
relative copy number of target sequences.

,,U T T Ak Ak Ax A

Schouten, J.P. et al. Nucl. Acid Res. 30, e57. MRC-Holland
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dénaturation

Ligation

: étapes de la MLPA

séquence de

séquence de 4 PPamorce de PCR X
PPamorce de ?C%
L \ séquence Stuffer
N séquence/ (différente taille pour
d’hybridation chaque sonde)

3 Cible B

Hybridation 5 y-l ; Les deux parties de chaque
apres N e/ sonde s'hybrident a des
3 + 5

séquences cibles adjacentes

Les deux parties de sondes
hybridées sont ligaturées par

3 Cible A 3 3 Cible B 5 .
- une llgase thermostable

Tous les produits de ligature de sondes sont amplifiés par PCR en utilisant une

~~le paire d'amorces Le produit d'amplification de
PCR e - 5,' 3 chaque sonde a une longueur
unique (130-480)

de de frasments : produits d'amplification sont séparés par électrophorese. Des
g P P P P P
quantités relatives de produits d'amplification de sonde refletent le /
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4 Les spectres obtenus ou électrophérogrammes sont représentés\
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Exemple d'¢lectrophérogranune de MLPA (gene BRCAJ) . Chaque pic

représente une

sonde exon spécifique. Les pics surmontes d'un (c) (contréle) représentent les

sondes controles utiles pour la nO1malisation.

Chaque pic correspond au Signal emis par une sonde spécifique d'une région
d'interét, par exemple un exon. Dans le spectre, on distingue les sondes dites

controles (c) ou de réeférences, specifiques de regions reputees constantes

dans le génome humain et qui permettront de normaliser les signaux obtenus

Ken fin d'analyse. /




Réalisation pratique de la MLPA

5 11 d'ADN (50 ng/u)

B
: 98 °C 5 minutes
Dénaturation 25 °C hold
95 °C 1 minute
60 °C hold
54 °C 15 minutes
98 °C 5 minutes
35 cycles:

. 95 °C 30 seconds
. 60 °C 30 seconds
. 72 °C 60 seconds
72 °C 20 minutes

Schéma simplifié de la réaction de MLPA.




/
Analyse des résultats

® Les resultats sont analyses par un logiciel dedie (exemple
Genemapper®, Applied Biosystems, Foster City, CA). Ces outils
bioinformatiques permettent de visualiser facilement les profils
obtenus, d' identifier les pics et de calculer les aires ou les hauteurs

des differents pics représentés.

® Ces donneées seront par la suite indispensables pour permettre une

quantification <<nurnérique>> relative des différents signaux entre eux.

® il est possible de detecter les variations quantitatives. En effet, une
différence relative de la hauteur ou surface d'un pic indique une

variation du nombre de copie de la séquence cible




Example 1
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Profil MLPA obtenu chez un patient sain temoin et chez un patient avec une delétion (pic

surmonté d'une fleche).




Example 2

APC Control
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APC deletion exon 11-13
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Differences refletant entre les Changements de nompbre de copies de sequences

detectees par les sondes de MLPA .
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Example 3
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Example 4
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Homozygous deletion
ASPA gene exon 1-6
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deletion Homozygote & heterozygote du gene ASPA
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Heterozygous deletion
ASPA gene exon 1-6
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Instruments

@

Un thermocycler et un systeme electrophorese de type sequenceur

sont necessaire pour une application MLPA.

* Resultats sont obtenus dans 24 heurs.

* jusqu’au 96 échantillons peuvent etre analysée en cours d’une sule réaction.

- —




Variantes de la MLPA

* MLPA et sondes« entiecrement synthétiquesy

Longewn totale d'une sonde MLPA: 90-150 it
Longuew de chaque oligonucléotide: 45 -75mt
Enthalpie libre de chaque oligonucléotide: 2G> 0 kcalinmol

§5'-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA 5'"-TCTAGATTGGATCTTGCTGGCGC

=21 nt, Tm=70°C ; 50% GC

S5-phosphalte

Max 3 GIC

Pas d'Adenosine

l Max 3 GIC
IVvSs
\

\

Max 2GJ/C

Séquence exonigque sans SNPs

Représentation et caractéristiques principales des sondes MLPA « toutes synthétiques » selon

Kozlowski et al. 2008.




Variantes de la MLPA

© Méthylation—speciﬁc MLPA (MS—MLPA):La MLPA specifique de
méthylation.

Principe: combine une reaction de ligation avec une sonde composce
de deux oligonucléotides dont un possede un site de restriction pour une
endonuclease specifique, Hhal sensible a la methylation. La ligation est
suivie d'une etape de digestion des produits de ligation par Hhal. Seules
les sondes hybridees sur des regions non methylees seront digerces par
I'action de 1 'endonuclease. Ainsi, seules les sondes hybridees sur des
regions methylées pourront étre amplifices et donneront un signal en fin
de reaction.

Il sera ensuite aisé de déterminer le statut de méthylation des régions
etudices.




® Cette technique est donc parfaitement approprice
pour detecter des methylations aberrantes d'ilots
CpG. Elle permet d'etudier ainsi les moditications
cpigenetiques impliquees dans certains cancers
mais aussi I'empreinte génomique, processus de
regulation de |'expression des genes selon leur
origine parentale, impliquee entre autres dans les

Syndromes de Prader-Willi / Angelman
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PCR with universal primers X and Y
Only ligated probes are

exponentially amplified

Y
5°

!

Fragment Analysis
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Variantes de la MLPA

e Reverse transcription-MLPA (RT—MLPA)

® permet de quantifier jusqu'é 45 transcrits différents

* Cette technique presente un avantage certain par rapport a
des techniques connne la RT-PCR ou le Northern blot mais
reste toutefois tres inferieure en terme de debit par rapport
aux puces de transcriptomique utilisees aujourd'hui en
routine dans de multiples laboratoires.

® Ses principaux atouts sont sa rapidite (1-2 jours), la faible
quantite d'ARNm total nécessaire (150 ng) et son cofit.

° L'application de la MLPA a la quantification de 'ARNmM
implique quelques moditications




Avantages de la MLPA

e La MLPA est aujourd'hui la technique de choix pour la quantification des
petits réarrangements génomiques. En effet, elle offre de nombreux
avantages :

» Une grande sensibilité et une grande capacité de multiplexage jusqu'a 45
loci).

» Une speécificité elevée car elle emploie deux oligonucléotides adjacents
comme sonde.

* Une résolution supérieure a la FISH [Janssen et al. 2005].

 Une utilisation de faibles quantités d' ADN (20 ng suffisent) provenant de
tissus différents (sang, liquides amniotiques, trophoblastes, tissus
paraffinés).

* Une rapidité de résultats (24-48h), compatible avec une utilisation en
routine.

 Un colt moindre que la FISH ou la CGH-array.

-




Limites de la MLPA

* MLPA ne peut etre appliquée sur une seule cellule. Au moins

3000 cellules sont nessaires.

® MLPA ne peut etre encore utilisée sur des echantillons
amplifies par les methodes WGA (Whole Genome
Amplification).

® MLPA est incapable de detecter les translocations equilibrees.
La MLPA avec des probemixes specifiques aux telomeres
peut etre utilisee pour detecter les plus frequentes

translocations deséquilibrées.
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