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(57) Abrégé : Procédé de simulation numérique d'une amplification en chaine par polymérase d'au moins une cible, comprenant la
simulation d'une pluralité de cycles successifs de l'amplification, chaque cycle comprenant, de mani¢re séquentielle : une phase d'hy-
bridation; une phase d'¢longation; puis une phase de dénaturation; dans lequel, pour chaque cycle : la phase d'hybridation comprend :
I'obtention d'une valeur initiale pour le cycle d'un vecteur de concentrations d'une pluralité de molécules d'acide nucléique sous forme
de simples brins; le calcul d'une matrice de concentrations de duplexes partiels formés par I'hybridation de la pluralit¢ de molécules
d'acide nucléique sous forme de simples brins; la phase de dénaturation comprend : la multiplication d'un vecteur de concentration de
duplexes élongués, résultant de 1'application de la phase d'é¢longation aux concentrations de duplexes, par un tenseur de dénaturation
des duplexes ¢longués.
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Description

Titre : FABRICATION DE KITS D’AMPLIFICATION EN CHAINE PAR POLYMERASE
OPTIMISANT UNE PHASE DE DENATURATION DE L’AMPLIFICATION

Domaine technique

[0001] La présente divulgation reléve du domaine de 'amplification en chaine par polymérase. Plus
précisément, la présente divulgation reléve du domaine de la simulation et de la fabrication de kits

d’amplification en chaine par polymérase
Technique antérieure

[0002] Une amplification en chaine par polymérase (également appelée réaction en chaine par
polymérase, et abréviée « PCR », de l'anglais « Polymerase Chain Reaction » est une réaction
permettant la multiplication de molécules d’acide nucléique (par exemple ADN ou ARN). A chaque
cycle de réaction, chaque molécule d’acide nucléique est dupliquée. L'amplification PCR permet
donc de multiplier les molécules d’acide nucléique de maniére exponentielle, la concentration d’acide

nucléique pouvant doubler a chaque cycle de réaction.

[0003] Ceci permet a 'amplification PCR de parvenir, a partir de quantités d’acides nucléiques
mémes trés faibles, a des concentrations relativement importantes, permettant leur détection. Ainsi,
lamplification PCR est utilisée dans de nombreuses applications biomédicales, notamment la
détection et la caractérisation d’agents pathogénes, car elle permet de transformer des quantités

infimes d’acides nucléiques représentatifs d’'un agent pathogéne en des quantités détectables.

[0004] Une amplification PCR est dite « singleplexe » lorsqu’elle vise a amplifier un seul acide
nucléique, ou « multiplexe » lorsqu’elle vise a amplifier une pluralité d’acides nucléiques différents
simultanément. Les molécules a amplifier peuvent étre appelées « cibles » et les molécules
amplifiées « amplicons », étant entendu qu’'un amplicon peut lui-méme étre amplifié¢ a un ou

plusieurs cycles ultérieurs.

[0005] L’amplification PCR est généralement réalisée dans un kit PCR appliquant différentes
températures afin de déclencher les étapes successives des cycles d’amplification. Le kit PCR

contient initialement des amorces permettant d’enclencher 'amplification.

[0006] Le succés et la rapidité de 'amplification PCR dépendent de nombreux parameétres du kit
PCR, notamment les durées et températures des différentes étapes de la réaction, les séquences
des amorces initialement présentes dans le kit, leur concentration, les concentrations de sels
monovalents et divalents, des oligonucléotides en solution, la longueur des amplicons attendus (des

amplicons plus courts permettant des durées de cycles plus courtes également), etc.

[0007] De maniére générale, lors de la conception d’'un kit PCR, le concepteur réalise les étapes

suivantes :

a) identifie pour chaque microorganisme une liste de cibles potentielles spécifiques (i.e.
non partagée avec les autres microorganismes) ;
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b) choisit en fonction de son expérience, des amorces potentielles dans une liste
d’amorces possibles ;

c) fait des essais en condition réelle ;
d) réitere le processus si les performances de la PCR ne sont pas satisfaisantes.

[0008] Cette méthodologie s’avére d’autant plus ardue lorsque plusieurs cibles sont visées. La
conception d'un kit est donc longue et complexe et repose sur une expertise métier propre a chaque

concepteur.

[0009] Une anticipation des réactions sur papier est également impossible, car le concepteur est
trés vite dépassé par le nombre de réactions de sorte qu'il est impossible pour I'esprit humain de

simuler sur le papier ce qui se déroulera réellement lors de la PCR.

[0010] Par exemple, il est impossible de résoudre a priori un systéme d’équations différentielles
représentant la phase d’hybridation, prenant en compte le fait que I'’hybridation entre les différentes
molécules peuvent s’étre réalisée en différents endroits. Les méthodes de I'état de I'art ne permettent
pas non plus d’effectuer de simulations numériques d’un tel systéme dans un temps raisonnable, du
fait de la présence de nombreuses équations différentielles liées les unes aux autres. Ceci réduit

considérablement les possibilités de conception et donc d’amélioration de kits PCR.

[0011] Il y a donc besoin d’une méthode de conception de kits PCR permettant de prévoir le
déroulement de phases de dénaturation y compris en cas d’hybridations multiples afin de faciliter la

sélection de paramétres facilitant 'amplification d’une ou plusieurs cibles visées.
Résumé
[0012] La présente divulgation vient améliorer la situation.

[0013] Il est proposé un procédé de simulation numérique d’une amplification en chaine par
polymérase d’au moins une cible, ledit procédé comprenant la simulation d’'une pluralité de cycles
successifs de I'amplification, chaque cycle comprenant, de maniére séquentielle : une phase
d’hybridation entre I'au moins une cible et une pluralité d’amorces ; une phase d’élongation ; puis
une phase de dénaturation ; dans lequel la phase d’hybridation comprend pour chaque cycle :
l'obtention d’une valeur initiale pour le cycle d’'un vecteur de concentrations d’une pluralité de
molécules d’acide nucléique sous forme de simple brins comprenant I'au moins une cible et la
pluralité d’amorces ; [linitialisation d’'une matrice de concentrations de duplexes formés par
hybridation de la pluralité de molécules d’acide nucléique sous forme de simples brins; le calcul,
par pas de temps successifs, de I'évolution de ladite matrice de concentrations au cours de la phase
d’hybridation, par I'application a la matrice de concentrations d’'une équation différentielle matricielle
représentant la cinétique de formation desdits duplexes en fonction des concentrations de la pluralité
de molécules d’acide nucléique, ladite équation différentielle matricielle étant paramétrée par au
moins une matrice d’association comprenant les constantes d’associations associées a chaque
duplex et une matrice de dissociation comprenant les constantes de dissociation associées a chaque

duplex.
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[0014] On entend par "au moins une cible” au moins un acide nucléique d'une séquence a amplifier.
Selon différents modes de réalisation de l'invention, 'amplification peut concerner une unique cible,
auquel cas l'amplification est dite « singleplexe », ou une pluralit¢é de cibles, auquel cas

lamplification est dite « multiplexe ».

[0015] On entend par "molécule d'acide nucléique sous forme de simples brins" une molécule
d'acide nucléique sous forme de simple brins non appariée a une molécule simple brin

complémentaire.

[0016] On entend par « constante d’association » (également appelée « constante de taux
d’association », ou « constante de vitesse d’association », en anglais « association rate constant »),
généralement notée kon, une constante de vitesse représentant la vitesse de la réaction d’association

de deux molécules d’acide nucléique sous forme de simples brins en un duplexe.

[0017] On entend par « constante de dissociation » (également appelée « constante de taux
dissociation », ou « constante de vitesse dissociation », en anglais « association rate constant »),
généralement notée ko, une constante de vitesse représentant la vitesse de la réaction de

dissociation d’'un duplexe en deux molécules d’acide nucléique sous forme de simples brins.

[0018] Ceci permet de simuler 'ensemble des phases d’hybridations (c’est-a-dire d’équilibre entre
réactions d’association et de dissociation) s’effectuant entre les cibles, les amplicons et les amorces.
L’ensemble de la dynamique d’'une amplification en chaine par polymérase peut donc étre modélisée,

intégrant les réactions croisées avec les produits intermédiaires.

[0019] Cette modélisation spécifique d’'une amplification en chaine par polymérase permet ainsi de
valider le design d’un dispositif d’amplification en chaine par polymérase, ou au contraire d’identifier
des réactions indésirables et de modifier en fonction les paramétres influant la réaction

d’amplification (concentration initiale des amorces, des sels, durée et température des phases, etc.).

[0020] Par ailleurs, la simulation de la phase d’hybridation selon une unique équation différentielle
matricielle permet une résolution de la cinétique du systéme a l'aide de capacités de calcul

conventionnelles.

[0021] Selon un autre aspect, il est proposé un procédé de fabrication d’un kit pour la caractérisation
de microorganismes compris dans un échantillon par utilisation d’'une réaction d’amplification en
chaine par polymérase, ledit kit comprenant une pluralité d’amorces validées, procédé dans lequel
la pluralité d’amorces et le vecteur de concentrations pour ladite pluralité d’amorces sont obtenus

par un procédé de simulation selon 'un des modes de réalisation de l'invention.

[0022] Ceci permet de fabriquer un dispositif reproduisant la réaction telle que simulée. Le dispositif

ainsi produit permettra donc la multiplication des cibles telle qu’elle a été simulée précédemment.

[0023] Selon un autre aspect, il est proposé un kit pour I”amplification en chaine par polymérase

fabriqué par un procédé de fabrication selon 'un des modes de réalisation de l'invention.
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[0024] Selon un autre aspect, il est proposé un programme informatique comportant des instructions
pour la mise en ceuvre de tout ou partie d’'un procédé tel que défini dans les présentes lorsque ce

programme est exécuté par un processeur.

[0025] Selon un autre aspect, il est proposé un support d’enregistrement non transitoire, lisible par

un ordinateur, sur lequel est enregistré un tel programme.

[0026] Selon un autre aspect, il est proposé un procédé de caractérisation de microorganismes
compris dans un échantillon, comprenant : la préparation de I'échantillon de maniére a réaliser sur
’'échantillon préparé une PCR, ladite préparation comprenant une étape d’ajout d’un kit fabriqué
conformément a un procédé de fabrication d’'un kit tel que défini dans les présentes; la mise en
ceuvre de la PCR sur I'échantillon préparé ; la caractérisation des microorganismes en fonction des
résultats de la PCR.

[0027] Les caractéristiques exposées dans les paragraphes suivants peuvent, optionnellement, étre

mises en ceuvre, indépendamment les unes des autres ou en combinaison les unes avec les autres :

[0028] Avantageusement, dans lequel I'équation différentielle intégre des équations de conservation

de masse de la forme :

Ty, =Tj(t") + > Hy(t) + Y Hu(t) — Hy (&%)
k. z,

Dans lesquelles : t* représente le temps écoulé depuis le début de la phase d’hybridation ; les
notations T; et T; désignent respectivement les concentrations de deux molécules d’acide nucléique
sous forme de simple brins d’indices i et j dans le vecteur T de concentrations d’une pluralité de
molécules d’acide nucléique ; la notation H,, désigne la concentration d’'un duplexe formé par
hybridation de la paire de molécules d’acide nucléique sous forme de simple brins d’indices x ety
dans le vecteur T de concentrations d’une pluralité de molécules d’acide nucléique ; les notations
Ty et T, désignent les valeurs de T; et T; a t* = 0 ; ou toute autre formulation mathématiquement

équivalente.

[0029] Ceci permet d’obtenir une simulation plus précise de la phase d’hybridation, car la

conservation de masse est prise en compte.

[0030] Avantageusement, lequel I'’équation différentielle matricielle est de la forme suivante :

dH

= Ko, ©[(Ty— (HIyn,) — Iy yH) + diag(H)[ [Ty — (I nH) — (Hly ) + diag(H)] — K ,;p & H

dans laquelle : H est la matrice de concentration des duplexes ; To est la valeur initiale pour le cycle
du vecteur de concentration de la pluralité de molécules ; Kon est la matrice d’association ; Korr est la
matrice de dissociation ; 'opérateur I, ; représente une matrice en deux dimensions comprenant i

lignes et j colonnes dont tous les éléments sont égaux a 1 ; 'opérateur « diag() » désigne un
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opérateur prenant en paramétre une matrice carrée et extrayant a partir de cette matrice carrée un
vecteur ayant pour dimension le nombre de lignes ou de colonnes de la matrice carrée et contenant

tous les éléments de la diagonale de la matrice carrée.

[0031] Par exemple, l'opérateur I,, représente un vecteur horizontal de dimension N ne
comprenant que des 1, et l'opérateur I, représente un vecteur vertical de dimension N ne

comprenant que des 1.

[0032] Par exemple, I'opérateur diag(H) transforme une matrice carrée H de dimension NxN en un

vecteur de dimension N comprenant tous les éléments de la diagonale de N, dans l'ordre. Par

1 2 3 1
exemple, siH = (4 5 6],alors diag(H) = H
7 8 9 9

[0033] Ceci permet dintégrer les équations différentielles relatives a toutes les réactions
d’hybridation dans une seule équation matricielle, le remplacement de T par To dans I'équation

permettant d’obtenir des calculs matriciels plus rapides.

[0034] Avantageusement, chaque matrice d’association ou de dissociation comporte des éléments,
et chaque élément de la matrice d’association, ou chaque élément de la matrice de dissociation
associé a une paire de molécules appartenant a ladite pluralité de molécules est : nul, si la variation
d’enthalpie libre associée a la réaction d’hybridation des molécules formant la paire est supérieur a
un seuil ; respectivement égal a une constante d’association, ou a une constante de dissociation de

la réaction d’hybridation de la paire de molécule sinon.

[0035] Ceci permet de ne prendre en compte dans la simulation que les réactions d’hybridation
dominantes. Ceci permet a la fois d’obtenir une meilleure précision de la cinétique des réactions
d’hybridation prises en compte, et de diminuer la complexité de résolution de I'’équation différentielle.
Ceci permet également de tenir compte des dynamiques différentielles entre les différentes réactions

suivant que la valeur d’enthalpie libre est favorable ou défavorable entre deux réactions d’intérét.

[0036] Avantageusement, la valeur dudit seuil est choisie parmi au moins deux valeurs de seuil
prédéfinies, la valeur de seuil la plus faible étant réservée aux paires de molécules comprenant un

amplicon et une amorce appariés.

[0037] Les seuils et variation d’enthalpie libre étant négatifs, la valeur de seuil la plus élevée
correspond a une valeur du seuil plus faible. Les réactions d’hybridation entre amorces et amplicons
seront donc préférentiellement prises en compte. Par « valeur de seuil plus faible », on entend une
valeur plus proche de zéro. Les seuils et variation d’enthalpie libre étant négatifs, cela correspond

également a une valeur absolue du seuil plus basse.

[0038] Ceci permet de prendre en compte de maniére préférentielle dans la simulation les
hybridations entre les amorces et les amplicons, par rapport aux réactions d’hybridation entre les
amorces et d’autres amorces par exemple, ce qui permet de simuler les premiers cycles d’hybridation
amplicon-amorce, au cours desquels la concentration des amplicons est beaucoup plus faible que

celle des amorces.
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[0039] Avantageusement, le procédé comprend une étape préalable de définition de la pluralité de
molécules comprenant : une initialisation de la pluralité de molécules d’acide nucléique sous forme
de simple brins comme étant les molécules initialement présentes dans I'amplification en chaine par
polymérase; une simulation initiale d’une pluralité de cycles de l'amplification en chaine par
polymérase, chaque cycle de la simulation initiale comprenant: une obtention des réactions
d’hybridation des molécules formant chaque paire de molécules parmi ladite pluralité de molécules
ayant une affinité inférieure a un seuil ; une simulation d’'une phase d’hybridation mettant en ceuvre
lesdites réactions d’hybridation ; une simulation d’'une phase d’élongation ; une simulation d’'une
phase de dénaturation ; un ajout a ladite pluralité de molécules des molécules additionnelles

obtenues a l'issue des phases d’hybridation, d’élongation et de dénaturation.

[0040] On entend par "molécules additionnelles™ les molécules qui n'étaient pas présentes au début

d'un cycle, et qui sont générées a l'issue du cycle d'hybridation, élongation et dénaturation.

[0041] Ceci permet de construire un vecteur de concentration, et des matrices d’association et de
dissociation, ne prenant en compte que les molécules qui seront effectivement rencontrées avec des
affinités significatives lors de I'amplification en chaine par polymérase. Ceci permet donc une
simulation a la fois plus fiable et moins gourmande en ressources de la ou des réactions
d’amplification PCR.

[0042] Avantageusement, I'étape préalable de définition de la pluralité de molécules comprend

’exécution d’'un nombre cycles de la simulation initiale compris entre 3 et 7.

[0043] Ceci fournit un bon compromis entre le nombre de molécules ajoutées et leur importance.
Par exemple, des molécules ajoutées apres le 3¢, 5° ou 7¢° cycle peuvent étre considérées comme
non susceptibles de donner lieu a des réactions significatives. Un nombre de cycle prédéfini compris
entre 3 et 7, et par exemple égal a 5 permet donc de limiter le nombre de molécules pour la simulation,

et réduire la complexité de calcul associée, tout en préservant la fiabilité de la simulation.

[0044] Avantageusement, le procédé comprend, a lissue de la simulation de ladite pluralité de
cycles, une étape ultérieure d’affichage de I'évolution temporelle de la concentration d’au moins une

desdites molécules.

[0045] Ceci permet de visualiser I'évolution de la concentration d’au moins une des molécules, par
exemple un amplicon, et de valider ou modifier en fonction le design de 'amplification en chaine par

polymérase.

[0046] Avantageusement, le procédé comprend une étape ultérieure de validation ou de modification
de la pluralité d’'amorces et de la valeur initiale du vecteur de concentrations pour ladite pluralité
d’amorces au premier cycle de la réaction par comparaison d’'une valeur représentative de la

cinétiqgue d’une réaction a un seuil.

[0047] Ceci permet de valider que les amorces initialement présentes, et concentrations associées,
permettent bien la multiplication des cibles désirées avec une cinétique de réaction suffisamment
forte, et d’éviter la génération de réactions non souhaitées avec une cinétique forte ou au contraire

modifier la liste des amorces et/ou leur concentrations.
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[0048] Avantageusement, la valeur représentative de la cinétique est une valeur choisie parmi: un
cycle seuil ; un point de croisement ; une concentration finale d’'une molécule d’acide nucléique

amplifiée par la réaction ; une concentration d’amplicons en fin de réaction

[0049] On entend par "cycle seuil" (en anglais "cycle threshold” ou "Ct", également appelé "Cycle of
quantification”, ou "Cq") un nombre de cycles requis pour qu'une concentration d'un amplicon
atteigne une concentration de référence. Le seuil peut par exemple correspondre a une

concentration a partir de laquelle la molécule est détectable.

[0050] On entend par "point de croisement” (en anglais "Crossing Point" ou "Cp, ou encore "Take
Off Point" ou "TOP"), le cycle auquel la valeur de la dérivée seconde de la concentration d'un

amplicon atteint son point maximum.

[0051] On entend par « concentration d’amplicons en fin de réaction » une concentration
d’amplicons lorsque la réaction est considérée comme terminée, par exemple lorsqu’un plateau de
concentration est atteint. Un tel plateau peut par exemple étre détecté grace a une régression linéaire

sur une droite affine.

[0052] Avantageusement, la modification de la pluralité d’amorces comprend : l'identification d’une
cible a favoriser en fonction des résultats de la simulation de lamplification en chaine par
polymérase; l'identification, a partir de la matrice d’association ou de la matrice de dissociation, d’une
molécule d'acide nucléique sous forme de simple brin formant une paire avec une amorce associée
a ladite cible ; la réalisation d’au moins une modification de 'amplification en chaine par polymérase
choisie parmi : une diminution, dans le vecteur de concentration initiale, de la concentration initiale
de ladite molécule d’acide nucléique sous forme de simple brin formant une paire avec I'amorce
associée a ladite cible ; une modification de la concentration de sels ; une modification de la
température d’hybridation pour au moins un cycle ; une modification de la durée d’hybridation d’au

moins un cycle.

[0053] Ceci permet d’identifier les réactions entre les molécules présentes lors de la réaction PCR
qui font concurrence a I'amplification d’'une cible donnée, et de réduire la concentration initiale de la
ou des molécules qui générent ces réactions, ou de modifier en conséquence la séquence de la /des

molécule(s) incriminée(s) afin de favoriser I'amplification de de la cible donnée.

[0054] Avantageusement, I'échantillon est prélevé sur un animal ou un étre humain, ledit procédé
comprenant le choix d’un antimicrobien en fonction de la caractérisation des microorganismes

présent dans ledit échantillon, et I'administration dudit anti-microbien audit animal ou étre humain.

[0055] Avantageusement, I'échantillon est prélevé sur un objet inanimé, ledit procédé comprenant
le choix d’un antimicrobien en fonction de la caractérisation des microorganismes présent dans ledit

échantillon, et I'application dudit anti-microbien audit objet inanimé.

[0056] Il est proposé un procédé de simulation numérique d’'une amplification en chaine par
polymérase d’au moins une cible, ledit procédé comprenant la simulation d’une pluralité de cycles
successifs de l'amplification, chaque cycle comprenant, de maniére séquentielle : une phase

d’hybridation entre I'au moins une cible et une pluralité d’amorces ; une phase d’élongation ; puis
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une phase de dénaturation ; dans lequel, pour chaque cycle : la phase d’hybridation comprend :
l'obtention d’une valeur initiale pour le cycle d’'un vecteur de concentrations d’une pluralité de
molécules d’acide nucléique sous forme de simples brins comprenant I'au moins une cible et la
pluralité d’amorces ; le calcul d’'une matrice de concentrations de duplexes partiels formés par
hybridation de la pluralité de molécules d’acide nucléique sous forme de simples brins, chaque
élément de ladite matrice représentant la concentration des duplexes formés par I’hybridation d’'une
paire de ladite pluralité de molécules d’acide nucléique sous forme de simples brins,
indépendamment de la position d’hybridation de ladite paire ; la phase de dénaturation comprend :
la multiplication d’'un vecteur de concentration de duplexes élongués, résultant de I'application de la
phase d’élongation aux concentrations de duplexes, par un tenseur de dénaturation des duplexes
élongués afin d’obtenir une valeur initiale de vecteur de concentrations d’une pluralité de molécules

d’acide nucléique sous forme de simples brins pour le cycle suivant.

[0057] L'utilisation d’'une unique valeur de concentration pour 'ensemble des duplexes entre une
paire de molécules d’acide nucléique quelle que soit la position d’appariement permet de réduire le
nombre d’équations a résoudre pour le calcul de la dénaturation, et de rendre le probléme de la

simulation de la dénaturation soluble.

[0058] Selon un autre aspect, il est proposé un procédé de fabrication d’un kit pour la caractérisation
de microorganismes compris dans un échantillon par utilisation d’'une réaction d’amplification en
chaine par polymérase, ledit kit comprenant une pluralité d’amorces validées, procédé dans lequel
la pluralités d’amorces et le vecteur de concentrations pour ladite pluralité d’amorces sont obtenus

par un procédé de simulation tel que défini dans les présentes.

[0059] Ceci permet de fabriquer un dispositif reproduisant la réaction telle que simulée. Le dispositif

ainsi produit permettra donc la multiplication des cibles telle qu’elle a été simulée précédemment.

[0060] Selon un autre aspect, il est proposé un kit pour I'amplification en chaine par polymérase

fabriqué par un procédé tel que défini dans les présentes.

[0061] Selon un autre aspect, il est proposé un programme informatique comportant des instructions
pour la mise en ceuvre de tout ou partie d’'un procédé tel que défini dans les présentes lorsque ce

programme est exécuté par un processeur.

[0062] Selon un autre aspect, il est proposé un support d’enregistrement non transitoire, lisible par

un ordinateur, sur lequel est enregistré un tel programme.

[0063] Selon un autre aspect, il est proposé un procédé de caractérisation de microorganismes
compris dans un échantillon, comprenant : la préparation de I'échantillon de maniére a réaliser sur
’'échantillon préparé une PCR, ladite préparation comprenant une étape d’ajout d’un kit fabriqué
conformément a un procédé tel que défini dans les présentes; la mise en ceuvre de la PCR sur

I’'échantillon préparé ; la caractérisation des microorganismes en fonction des résultats de la PCR.

[0064] Les caractéristiques exposées dans les paragraphes suivants peuvent, optionnellement, étre

mises en ceuvre, indépendamment les unes des autres ou en combinaison les unes avec les autres :
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[0065] Avantageusement, au moins un duplexe résulte de I'appariement entre deux amorces ; la
phase d’élongation simule la concentration de chaque duplexe résultant de I'appariement entre deux
amorces en une unique concentration de duplexe élongué résultant de I'appariement entre deux
amorces ; les coefficients du tenseur de dénaturation sont définis de maniére a répartir chaque
concentration de duplexe élongué résultant de l'appariement entre deux amorces en molécules
d’acide nucléique sous formes de simples brins correspondant a une élongation du duplexe résultant

de 'appariement entre les deux amorces dans les deux sens.

[0066] Ceci permet de simplifier la simulation des réactions issues de l'appariement entre deux

amorces, afin de réduire encore la complexité de calcul de la simulation.

[0067] Avantageusement, pour chaque réaction d’hybridation entre deux amorces: les
concentrations de duplexes élongués comprennent une concentration d’'un duplexe virtuel élongué
égale a la somme des concentrations des duplexes élongués formés par I'élongation dans chacun
des deux sens du duplexes formés par I'hybridation des deux amorces ; les coefficients du tenseur
de dénaturation des duplexes élongués correspondant a la distribution de la concentration du
duplexe virtuel élongué vers chacune des deux amorces, et chacun des deux acides nucléiques

sous forme de simple brins résultant de I'élongation dans un des deux sens sont tous égaux a 0,5.

[0068] Ceci permet de simuler de maniére efficace les réactions résultant d’hybridations entre

amorces, tout en limitant la complexité de la simulation.

[0069] Avantageusement, pour chaque ensemble de réaction d’hybridations multiples d’'un acide
nucléique a simple brin par une amorce en plusieurs emplacements respectivement : les
concentrations de duplexes et les concentrations de duplexes élongués comprennent
respectivement une concentration d’'un duplexe virtuel égale a la somme des concentrations des
duplexes formés par les réactions d’hybridations multiples, et une concentration d’un duplexe virtuel
élongé égale a la somme des concentrations des duplexes élongués formés par I'élongation des
duplexes formés par les réactions d’hybridations multiples ; les coefficients du tenseur de
dénaturation des duplexes élongués correspondant a la distribution de la concentration du duplexe
virtuel élongé vers chaque acide nucléique sous forme de simple brin associé a une des réactions
d’hybridation multiple sont respectivement égaux au ratio entre I'énergie d’interaction de la réaction
d’hybridation multiple divisée par la somme des énergies d’interactions de toutes les réactions

d’hybridations multiples avec ledit acide nucléique a simple brin.

[0070] Par « concentration d’'un duplexe virtuel », on entend une concentration d’'un duplexe ne
correspondant pas a une molécule réelle, mais a plusieurs duplexes résultant de I'hybridation d’'une
méme amorce sur une méme molécule d’acide nucléique sous forme de simple brin en plusieurs
emplacements distincts. La concentration du duplexe virtuel est alors égale a la somme des
concentrations des duplexes réels créés par les réaction d’hybridation de 'amorce avec la molécule

d’acide nucléique sous forme de simple brin dans les différentes positions.

[0071] Par « concentration d’'un duplexe virtuel élongué », on entend une concentration d’un duplexe

élongué ne correspondant pas a une molécule réelle, mais a plusieurs duplexes élongués résultant
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de I'hybridation d’'une méme amorce sur une méme molécule d’acide nucléique sous forme de simple
brin en plusieurs emplacements distincts, puis de I'élongation des duplexes ainsi formés. La
concentration du duplexe virtuel élongé est alors égale a la somme des concentrations des duplexes
réels élongués créés par les réaction d’hybridation de 'amorce avec la molécule d’acide nucléique

sous forme de simple brin dans les différentes positions, puis I'élongation des duplexes ainsi formés.

[0072] On entend par « acide nucléique sous forme simple brin associé a une des réactions
d’hybridation multiple » I'acide nucléique résultant de la dénaturation d’'un duplexe élongué lui-méme
issu de I'élongation du duplexe formé par une des hybridations multiple, ¢c’est-a-dire une hybridation

de 'amorce en un emplacement particulier.

[0073] Ceci permet de simuler des hybridations multiples avec un méme acide nucléique comme s’il
s’agissait d’'une réaction unique, tout en obtenant une estimation fiable des concentrations d’acides

nucléiques générés par ces hybridations multiples en fin de cycle.

[0074] Ceci permet donc de faciliter considérablement, voire de rendre possibles, les calculs de

I’'évolution des concentrations, tout en conservant une précision satisfaisante de la simulation.

[0075] Avantageusement, la phase d’élongation comprend : I'obtention des concentrations des
duplexes élongués par multiplication des concentrations des duplexes par des coefficients

d’élongation.

[0076] On entend par « coefficient d’élongation » la fraction, comprise entre 0 et 1, des molécules

d’un duplexe donné qui sont élongués durant une phase d’élongation.

[0077] Ceci permet de prendre en compte chaque différence possible du processus d’élongation des

différents duplexes.

[0078] Avantageusement, la phase d’élongation comprend de plus la mise a jour du vecteur de
concentration des duplexes, représentant a l'issue de la phase d’élongation la concentration des
duplexes non-élongués ; la phase de dénaturation comprend de plus la multiplication dudit vecteur
de concentration des duplexes par un tenseur de dénaturation des duplexes non-élongués pour
mettre a jour la valeur initiale pour le cycle suivant du vecteur de concentrations de la pluralité de

molécules d’acide nucléique sous forme de simples brins.

[0079] Ceci permet de simuler la dénaturation des duplexes qui n’ont pas été élongués, et d’intégrer
les concentrations de duplexes non-élongués et dénaturés dans les conditions initiales du cycle

suivant.
[0080] L’analyse du tenseur permet également de s’assurer que la dénaturation est sous contréle.

[0081] Avantageusement, lors de la phase de dénaturation, un méme coefficient de dénaturation est
appliqué a un duplexe non-élongé et au duplexe élongé correspondant pour mettre a jour le vecteur
de concentrations de la pluralité de molécules d’acide nucléique sous forme de simples brins, et les

concentrations de duplexes pour le cycle suivant.

[0082] On entend par « coefficient de dénaturation » la fraction, comprise entre 0 et 1, des molécules

d’un duplexe donné qui sont dénaturées durant une phase de dénaturation.
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[0083] Ceci permet de simuler de maniére précise la phase de dénaturation.

[0084] Avantageusement, le procédé comprend une étape ultérieure de validation ou de modification
de la pluralité d’amorces et de la valeur initiale du vecteur de concentrations pour ladite pluralité
d’amorces au premier cycle de la réaction par comparaison d’'une valeur représentative de la

cinétiqgue d’une réaction a un seuil.

[0085] Ceci permet de valider que les amorces initialement présentes, et concentrations associées,
permettent bien la multiplication des cibles désirées avec une cinétique de réaction suffisamment
forte, et d’éviter la génération de réactions non souhaitées avec une cinétique forte ou au contraire

modifier la liste des amorces et/ou leur concentrations.

[0086] Avantageusement, I'échantillon est prélevé sur un animal ou un étre humain, ledit procédé
comprenant le choix d’un antimicrobien en fonction de la caractérisation des microorganismes

présent dans ledit échantillon, et 'administration dudit anti-microbien audit animal ou étre humain.

[0087] Avantageusement, I'échantillon est prélevé sur un objet inanimé, ledit procédé comprenant
le choix d’un antimicrobien en fonction de la caractérisation des microorganismes présent dans ledit

échantillon, et I'application dudit anti-microbien audit objet inanimé.
Bréve description des dessins

[0088] D’autres caractéristiques, détails et avantages apparaitront a la lecture de la description

détaillée ci-aprés, et a 'analyse des dessins annexés, sur lesquels :
Fig. 1

[0089] [Fig. 1] montre des exemples de kit pour I'amplification en chaine par polymérase pour la

fabrication duquel l'invention peut étre mise en ceuvre.
Fig. 2

[0090] [Fig. 2] montre un exemple de réaction d’amplification en chaine par polymérase pouvant étre

simulée selon un ensemble de modes de réalisation.
Fig. 3

[0091] [Fig. 3] montre un exemple de variation de température au cours d’un cycle d’amplification
PCR

Fig. 4

[0092] [Fig. 4] montre un exemple d’'une méthode selon un ensemble de modes de réalisation de

'invention.
Fig. 5

[0093] [Fig. 5] montre un exemple d’'une phase d’hybridation dans un ensemble de modes de

réalisation de l'invention.
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Fig. 6

[0094] [Fig. 6] montre un exemple d’'une phase de dénaturation dans un ensemble de modes de

réalisation de l'invention.
Fig.7

[0095] [Fig. 7] montre un exemple de réactions d’hybridation, élongation et dénaturation sur 3 cycles

successifs d’amplification PCR dans un ensemble de modes de réalisation de l'invention.
Fig. 8

[0096] [Fig. 8] montre un exemple d’'une méthode selon un ensemble de modes de réalisation de

linvention intégrant une validation ou modification des paramétres de I'amplification PCR.
Fig. 9

[0097] [Fig. 9] montre un exemple d’'une méthode selon un ensemble de modes de réalisation de
linvention intégrant une validation ou modification des paramétres de I'amplification PCR, et une

fabrication d’un kit d’amplification PCR validé.
Fig. 10

[0098] [Fig. 10] montre un exemple d’'une méthode de caractérisation d’'un microorganisme utilisant

un kit d’amplification PCR fabriqué selon un ensemble de modes de réalisation de l'invention.
Fig. 11

[0099] [Fig. 11] montre un exemple de visualisation de la cinétique de plusieurs réaction PCR selon

un ensemble de modes de réalisation de l'invention.
Fig. 12

[0100] [Fig. 12] montre un exemple de visualisation de la cinétique de plusieurs réaction PCR dans

deux conditions expérimentales distinctes selon un ensemble de modes de réalisation de linvention.
Description des modes de réalisation
[0101] Il est maintenant fait référence a la figure 1.

[0102] La figure 1 représente un exemple de kit K1 pour I'amplification en chaine par polymérase
pour la fabrication duquel lI'invention peut étre mise en ceuvre, par exemple un kit utilisé pour les
plateformes FilmArray et Spotfire fabriquées et commercialisées par la Demanderesse. Un tel kit est

par exemple décrit dans le document US 8,394,608 ou US 9 932 634 incorporé par référence.

[0103] Le kit K1 fait partie d’'un équipement de test Tst1 ayant pour but de tester la présence d’un
ou plusieurs microorganismes, par exemple par un ou plusieurs virus, bactéries, champignons et

génes de résistances a des antibiotiques.

[0104] A cet effet, 'équipement de test Tst1 comprend un écouvillon Ecv1 permettant d’effectuer un

prélévement nasal sur un patient.
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[0105] L’échantillon peut ensuite étre fourni en entrée du kit K1 afin d’effectuer une ampilification
PCR, afin d’amplifier un ou plusieurs acides nucléiques représentatifs du ou des microorganismes
dont la présence est recherchée, par exemple telle que décrite dans les documents susvisés . Ainsi,
méme si la concentration initiale de microorganismes dans I'échantillon prélevée est faible, la
quantité d’acide nucléique en sortie de l'amplification PCR sera suffisante pour détecter leur

présence, et donc par exemple la présence du ou des microorganismes dans I'échantillon prélevé.

[0106] Au fur et a mesure de Pamplification PCR, les amplicons peuvent générer une fluorescence
de plus en plus importante, par exemple via l'intégration de fluorophores par la formation d’une
séquence double-brin le nombre de séquences double-brin intégrant des fluorophores augmentant

avec 'amplification.

[0107] Le kit de test Tst1 permet donc de détecter la présence de microorganismes, méme si leur

concentration dans I’échantillon initial est trés faible.

[0108] Le kit de test Tst1 est fourni a titre d’exemple non-limitatif uniquement, et l'invention pourra
étre appliquée a différents types de kit de tests, associés a différents moyens de prélévement. Par
exemple, le prélévement pourra s’effectuer sur un étre humain, un animal ou encore un objet inanimé,
et pourra aboutir a la caractérisation d’'un ou plusieurs microorganismes. La caractérisation d’'un ou
des microorganismes pourra permettre le choix d’un antimicrobien, en vue de son administration a
un étre humain ou un animal, ou son application a I'objet inanimé. De maniére similaire l'invention
s'applique a I'étape d'amplification par PCR d'une partie ciblée de génomes avant leur séquencage
complet, par exemple une amplification de portion r16S dans le cadre d'une identification

métagénomique microbienne.

[0109] La figure 2 montre un exemple de réaction d’amplification en chaine par polymérase pouvant

étre simulée selon un ensemble de modes de réalisation.

[0110] La réaction d’amplification en chaine par polymérase (PCR) comprend plusieurs cycles
successifs Cyc21, Cyc22, Cyc23...Cyc2n. Afin d’améliorer la lisibilité de la figure, seul le premier

cycle Cyc21 sera détaillé.

[0111] La réaction PCR2 s’effectue dans un kit PCR, par exemple au sein du kit K1. Le kit PCR

contient initialement :

- des acides nucléiques d’une ou plusieurs séquences a amplifier, ou « cible », par exemple
la cible Cib2 représentée en figure 2. Les acides nucléiques des séquences a amplifier

peuvent étre initialement issus d’un prélévement, par exemple via I'’écouvillon Ecv1 ;
- des nucléotides dNTP2 ;
- dela polymérase PolyM2 ;
- des amorces (en anglais « primers ») AM2.

[0112] La réaction PCR représentée ici est une réaction dite « singleplexe » visant a amplifier une

unique cible Cib2. Cependant, l'invention n’est pas restreinte a cet exemple, et peut également
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s’appliquer a des réactions dites « multiplexes » visant a amplifier simultanément plusieurs cibles

distinctes.
[0113] Chaque cycle d’amplification PCR comprend :

- une phase de dénaturation, notée Denat21 pour le cycle Cyc21, au cours de laquelle les
acides nucléiques sous forme de doubles brins sont séparés en deux acides nucléiques
sous forme de simples brins. Dans I'exemple du cycle Cyc21, une cible Cib2 est initialement
présente sous forme d’acide nucléique a doubles brins. Lors de la phase de dénaturation,

elle est séparée en deux acides nucléiques sous forme de simple brins Nuc21 et Nuc22 ;

- une phase d’hybridation, notée Hybr21 pour le cycle Cyc21, au cours de laquelle des
amorces viennent s’hybrider aux acides nucléiques sous forme de simple brins. Dans
lexemple de la phase Hybr21, les amorces AM21 et AM22 viennent respectivement

s’hybrider avec les acides nucléiques sous forme de simples brins Nuc21 et Nuc22 ;

- une phase d’élongation, notée Elong21 pour le cycle 21, au cours de laquelle des
nucléotides viennent compléter les amorces pour former des acides nucléiques sous forme
de doubles brins identiques a la cible initiale, nommés amplicons, Amp21 et Amp22 dans le

cas de la phase Elong21.

[0114] Ainsi, a lissue d’un cycle d’amplification PCR, une unique cible Cib2 a permis de générer
deux amplicons identiques Amp21 et Amp22, qui pourront eux-mémes étre dupliqués au cycle
suivant. A chaque cycle d’amplification, les amplicons sont ainsi dupliqués : une unique cible Cib2
entraine la génération de deux amplicons a lissue du 1¢ cycle Cyc21, quatre amplicons a l'issue du

2¢ cycle Cyc22, huit amplicons a lissue du 3¢ cycle Cyc23, etc.

[0115] Il convient de noter que I'amplification représentée en figure 2 est fournie a titre d’exemple

non-limitatif uniquement d’'une amplification pouvant étre simulée par l'invention.

[0116] D’autres amplifications peuvent étre simulées, comme par exemple une amplification
multiplexe multipliant différents types de cibles. Il a été décrit I'application de l'invention a une PCR
particuliere. L'invention s'applique a une séquence d'un nombre quelconque de PCRS, I'entrée d'une

PCR consistant en la sortie de la PCR précédente.

[0117] L’ordre des phases peut également étre différent. Par exemple, la simulation peut démarrer
pour chaque cycle avec la phase d’hybridation plutdt que la phase de dénaturation. Dans ce cas, un
cycle sera représenté par une phase d’hybridation, suivie d’'une phase d’élongation et enfin une

phase de dénaturation.
[0118] Il est maintenant fait référence a la figure 3.

[0119] La figure 3 représente un exemple de variation de température au cours d'un cycle
d’amplification PCR.

[0120] Le graphe Grph3 représente plus précisément I'évolution de la température en fonction du
temps, pour un exemple de deux cycles successifs Cyc31 et Cyc32 d’amplification PCR. En effet,

les différentes phases de I'amplification PCR sont activées par des variations de températures dans
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le kit d’amplification. Dans cet exemple, le profil de température est identique entre les cycles, et

sera détaillé pour le cycle cyc31.

[0121] De maniére générale, la température évolue de la maniére suivante lors d’un cycle
d’amplification PCR :

- elle estinitialement a une premiére température lors de la phase d’hybridation, simultanée

avec la phase d’élongation ;

- puis augmente rapidement pour atteindre une deuxiéme température, plus élevée,
déclenchant la phase de dénaturation, avant de redescendre au niveau de la premiére

température pour la phase d’hybridation du cycle suivant.
[0122] Dans I'exemple du cycle Cyc31 :

- les phases d’hybridation et d’élongations Hybr31 sont activées par une premiére

température de 60° pendant une durée Thyur ;

- la phase de dénaturation Denat31 est activée par une température plus élevée, dans cet

exemple, de 96°.

[0123] Les durées et températures représentées dans la figure 3 sont fournies a titre d’exemple non
limitatif uniquement, et I'invention est applicable a des amplifications PCR réalisées pour des durées
et températures trés différentes. Si dans I'exemple de la figure 3 les phases d’hybridation et
d’élongations sont simultanées, dans d’autres réactions d’amplification PCR, trois températures
distinctes sont utilisées pour déclencher respectivement les phases d’hybridation, d’élongation et de
dénaturation. Les températures et durées des différentes phases influent sur la réaction

d’ampilification.

[0124] La ou les réactions d’amplification sont donc impactées par de nombreux parameétres tels

que:

- les températures et durée de chaque phase de la réaction (pouvant étre fixes ou varier selon

les cycles) ;
- le choix et les concentrations des amorces ;
- les concentrations de sels monovalents et divalents ;
- lalongueur des amplicons attendus ;
-  efc;

[0125] Ces différents facteurs peuvent également favoriser des réactions inattendues telles que par

exemple :
- laformation de diméres d’amorces, lorsque deux amorces s’hybrident mutuellement ;

- des réactions de multi-hybridation lorsque des amorces s’hybrident non seulement a une

extrémité d’'un acide nucléique sous forme de simple brins, mais également a d’autres
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emplacements, par exemple au milieu d’'un brin. Dans ce cas I'élongation s’effectuera sur

une partie seulement du brin, et donnera lieu a la création d'un nouvel amplicon..

[0126] Les paramétres de I'amplification peuvent donc faciliter, ou au contraire ralentir une
amplification souhaitée, dite réaction spécifique, voire empécher le bon développement d’'une
réaction, lorsque des réactions non souhaitées / inattendues, dites réactions non spécifiques, lui font
obstacle. L'un des objectifs de la simulation d’'une réaction d’amplification PCR est donc de modéliser
de maniére aussi précise que possible la réaction d’amplification en fonction des paramétres
environnementaux de la réaction, afin de valider, ou au contraire de modifier le design d’un kit (c’est-
a-dire les valeurs de paramétres utilisés pour favoriser une réaction d’amplification donnée — e.g
choix et concentration des amorces, température et durée des phases de réaction, concentration

des sels, etc.).

[0127] Cependant, la complexité de la cinétique des réactions d’amplification PCR, et notamment
linteraction entre de nombreux produits et sous-produits de réaction, rend une telle simulation
difficile en pratique. L’un des objectifs de la divulgation est donc de fournir une méthode de simulation
d’'une réaction d’amplification PCR pouvant étre mise en ceuvre en pratique pour simuler une
réaction PCR selon des paramétres donnés, et valider ou modifier en fonction les paramétres de la

réaction.

[0128] La figure 4 montre un exemple d’une méthode selon un ensemble de modes de réalisation

de l'invention.

[0129] Le procédé P4 est un procédé de simulation numérique d’une amplification en chaine par
polymérase d’au moins une cible. Selon différents modes de réalisation de l'invention, il peut s’agir
d’une amplification d’'une cible unique, ou amplification « singleplexe », ou d’'une amplification d’une

pluralité de cibles, ou amplification « multiplexe ».

[0130] La simulation comprend une pluralité de cycles successifs d’amplification, chaque cycle
comprenant successivement une phase d’hybridation S41, une phase d’élongation S42 et une phase
de dénaturation S43.

[0131] La simulation peut étre effectuée pour un nombre limité de cycles. Par exemple, chaque cycle

peut étre identifié par un index de cycle ncyc, incrémenté lors d’'une étape S45 entre chaque cycle.
[0132] A lissue de chaque cycle, un critére d’arrét peut étre vérifié. Par exemple :

- la simulation peut étre effectuée pendant un nombre de cycle prédéfini NCyc. Dans ce cas,
a lissue de chaque cycle, lI'index du cycle ncyc peut étre comparé au nombre de cycle
prédéfini NCyc, et le critére validé si ncyc >= NCyc (ou au contraire, un nouveau cycle

enclenché si ncyc < NCyc) ;

- les concentration des amplicons peuvent étre comparées entre deux cycles, et la simulation
stoppée lorsqu’'un nombre de cycle minimal est atteint, et que la différence entre les

concentrations des amplicons a lissue de deux cycles successifs est inférieure a un seuil
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prédéfinie. Autrement dit, ce critére consiste a détecter le cycle a partir duquel la réaction

est considérée comme terminée ;

- la simulation peut étre arrétée dés que la concentration d’'un amplicon donné est supérieure

a un seuil, par exemple un seuil de détectabilité de 'amplicon ;
- efc.

[0133] La figure 4 représente un exemple ol le critére d’arrét est I'atteinte d’'un nombre de cycles
NCyc. Cependant, cet exemple est fourni a titre d’exemple non limitatif uniquement. Comme indiqué

ci-dessus, un ou plusieurs critéres différents peuvent étre utilisés pour détecter la fin de la simulation.

[0134] Dans la suite de la description, plusieurs exemples de simulation seront décrits, en utilisant

certaines notations introduites ci-dessous.

[0135] Les concentrations des molécules d’intérét seront notées dans un vecteur noté T représenté

ci-dessous :
Amp,

|4
T = |
AM,

\ ./

Equation 1

[0136] Dans le vecteur ci-dessus, les éléments Amp,, ... Ampg représentent les concentrations des
amplicons possibles (spécifiques et non spécifiques) produits durant 'amplification PCR. Il est a
noter ici que, les cibles et amplicons correspondant a la méme molécule, ces valeurs correspondent
a la sommes des concentrations des cibles et amplicons pour une cible donnée. Les éléments AM,,
... AM,, représentent quant a eux les concentrations des amorces possibles. Les unités des éléments

du vecteur peuvent étre des mol.L".

[0137] La pluralité de molécules dont les concentrations sont notées dans le vecteur T peuvent étre
obtenues de différentes maniéres, et inclut notamment la concentration des amplicons, et de la

pluralité d’amorces présente dans le kit simulé.

[0138] Par exemple, la pluralité de molécules dont les concentrations sont notées dans le vecteur T

peut étre issue d’une liste de molécules définie par un utilisateur expert.

[0139] Cependant, il peut étre difficile d’estimer a priori 'ensemble des molécules se formant lors
d’une réaction PCR, compte tenu de I'ensemble des réactions possibles, par exemple entre sous-

produits de réactions.

[0140] A cet effet, la pluralité de molécules dont la concentration est notée dans le vecteur T est

déterminée par le biais d’'une simulation initiale d’'un nombre limité de cycles. Cette simulation initiale
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a pour unique but de déterminer les molécules présentes dans le kit d’amplification au bout du

nombre limité de cycles, indépendamment de leur concentration.

[0141] A cet effet, la pluralité de molécules peut étre initialisée comme les molécules initialement
présentes dans I'amplification en chaine par polymérase (notamment amplicons et amorces), puis
la simulation initiale peut comprendre la simulation d’une pluralité de cycle successifs des étapes

suivantes:

- obtention des réactions d’hybridation des molécules formant chaque paire de molécules
parmi ladite pluralité de molécules ayant une affinité inférieure a un seuil (ou supérieure en
valeur absolue, les affinités étant des valeurs négatives). Dit autrement, cette étape consiste
a identifier, a partir des molécules initialement présentes dans le cycle de la simulation
initiale, les paires de molécules ayant une affinité inférieur a un seuil (ou supérieure en valeur
absolue), c’est-a-dire les paires de molécules dont on peut considérer qu’elles vont réagir

ensemble ;

- simulation d’'une phase d’hybridation mettant en ceuvre lesdites réactions d’hybridation.
Cette phase d’hybridation de simulation initiale consiste uniquement a identifier les duplexes

formés par les réactions d’hybridation identifiées ;

- simulation d’'une phase d’élongation. Cette phase d’hybridation de simulation initiale consiste
uniguement a identifier les duplexes élongués obtenus a partir des duplexes identifiés a

I'étape précédente;

- simulation d’'une phase de dénaturation. Cette simulation initiale de la phase de dénaturation
consiste a identifier les molécules obtenues par la dénaturation des duplexes, et duplexes

élongués, obtenus aux deux étapes précédentes ;

- un ajout a ladite pluralité de molécules des molécules additionnelles obtenues a llissue des
phases d’hybridation, d’élongation et de dénaturation. Cette étape consiste a ajouter a la
pluralité de molécules les molécules qui sont obtenues a l'issue d’un cycle et qui n’y étaient

pas encore présentes.

[0142] Ainsi, a chaque cycle, de nouvelles molécules issues des réactions du cycle précédent
peuvent étre ajoutées a la pluralité de molécules déja identifiées, ces nouvelles molécules étant
elles-mémes susceptibles de générer de nouvelles réactions. Ainsi, il est possible au bout d’'un
nombre limité de cycles de simulation initial de connaitre I'ensemble des molécules qui pourront

jouer un rdle significatif dans la simulation.

[0143] Le nombre de cycles de la simulation initiale peut étre défini de différentes maniéres. Par

exemple :
- il peut s’agir d’'un nombre de cycles prédéfini de simulation initiale ;

- le nombre de molécules ajoutées a lissue de chaque cycle peut étre compté, et la simulation

initiale peut étre stoppée lorsque le nombre de molécules ajoutées a l'issue d’un cycle donné
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est nul ou faible, par exemple si le nombre de molécules ajoutées est inférieur a un seuil

donné.
- Etc.

[0144] Les inventeurs ont constaté que le nombre de cycles de simulation initiale peut étre compris
entre 3 et 7, et par exemple égale a 5, nombre suffisant pour obtenir une liste définitive de molécules

ayant un impact significatif sur les résultats de la PCR.

[0145] Ceci fournit un bon compromis entre le nombre de molécules ajoutées et leur importance.
Par exemple, des molécules ajoutées apres le 3¢, 53¢ ou 7¢ cycle peuvent étre considérées comme
non susceptibles de donner lieu a des réactions significatives. Un nombre de cycle prédéfini compris
entre 3 et 7, et par exemple égale a 5 permet donc de limiter le nombre de molécules pour la

simulation, et réduire la complexité de calcul associée, tout en préservant la fiabilité de la simulation.

[0146] Par ailleurs, une simulation sur un nombre limité de cycles est suffisante, car les molécules
qui n’apparaitraient qu’au bout de quelques cycles ne seraient pas susceptibles de générer des
réactions significatives, par rapport a des réactions ayant déja démarré depuis plusieurs cycles. En
effet, leur concentration trés faible comparativement aux molécules déja présentes avec lesquelles

elles sont en compétition dans le mélange ne leur permet pas de se multiplier de maniére significative.

[0147] Cette simulation initiale permet donc de ne prendre en compte que les molécules qui seront
effectivement rencontrées en nombre significatif lors de la réaction d’amplification. Ceci permet donc

une simulation a la fois plus fiable et moins gourmande en ressources de la réaction.
[0148] Il est maintenant fait référence a la figure 5.

[0149] La figure 5 représente un exemple d’une phase d’hybridation dans un ensemble de modes

de réalisation de l'invention.

[0150] Dans I'exemple de la figure 5, la phase d’hybridation S41 pour un cycle donné comprend une
premiére sous-étape S411 d'obtention d’une valeur initiale T, pour le cycle d’un vecteur de
concentrations d’une pluralité de molécules d’acide nucléique sous forme de simples brins

comprenant la pluralité d’amplicons et la pluralité d’amorces.

[0151] Le vecteur de concentrations peut par exemple étre le vecteur T mentionné plus haut. La

valeur initiale T, du vecteur peut par exemple correspondre :

- aux concentrations initiales des molécules avant le démarrage de la réaction d’amplification,
si le cycle simulé est le premier cycle ; et 0 pour les molécules apparaissant aux cyles

suivants

- aux concentrations des molécules a lissue du cycle précédent, si le cycle n'est pas le

premier cycle.

[0152] La simulation de la phase d’hybridation a alors pour but de modéliser les réactions
d’hybridation ayant lieu au cours du cycle. L’hybridation est régie par des relations d’équilibre

suivantes entre chaque paire de molécules T; et T; susceptibles de s’hybrider :
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k()?l i,4
Ii4+1; = Hy
Korf.,

Equation 2

[0153] Il convient ici de noter qu’une telle équation doit donc étre établie en tenant compte pour
chaque réaction d’hybridation possible entre une paire de molécules d’indices i et j (i et j pouvant

étre égaux), en fonction des molécules présentes dans le vecteur T.

[0154] Ces équations d’équilibre peuvent étre ré-écrites sous la forme des équations différentielles

suivantes :

g = Fons, Ty = Rog g, Hij

Equation 3
[0155] Dans les équations ci-dessus :

- les notations T; et T; désignent respectivement les concentrations d’une paire de molécules

d’acide nucléique sous forme de simple brins d’indices i et j dans le vecteur T intervenant

dans une réaction d’hybridation donnée;

- la notation H;; désigne la concentration d’un duplexe formeés par I'hybridation de la paire de

molécules d’acide nucléigue sous forme de simple brins d’'indices i et j dans le vecteur T ;

- les notations konij et koffij désignent respectivement les constantes d’association et de

dissociation de la réaction d’hybridation de la paire de molécules d’acide nucléique sous

forme de simples brins d’indices i et j dans le vecteur T .

[0156] Les équations différentielles notées ci-dessus s’appliquent a chaque réaction entre une paire
de molécules du vecteur T dont on considére qu’elles produisent une réaction d’hybridation. Le

nombre d’équations différentielles peut donc dans certains cas s’avérer trés élevé.

[0157] Ces paires de molécules dont on considére qu’elles produisent une réaction d’hybridation
peuvent par exemple étre celles dont la réaction d’hybridation est associée a une variation
d’enthalpie libre AG inférieure a un seuil prédéfini (ou supérieure en valeur absolue, la variation

d’enthalpie libre étant négative).

[0158] Ainsi, seules les réactions d’hybridation dominantes seront prises en compte dans la
simulation. Ceci permet a la fois d’obtenir une meilleure précision de la cinétique des réactions
d’hybridation, et de diminuer la complexité de résolution du systéme d’équations différentielles. Ceci
permet également de tenir compte des dynamiques différentielles entre les différentes réactions

suivant que la valeur d’enthalpie libre est plus ou moins favorable entre deux réactions d’intérét.
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[0159] Le seuil prédéfini peut étre identique pour toutes les réactions, ou choisi parmi différents
seuils en fonction des cas. Par exemple, la valeur du seuil peut étre choisie parmi au moins deux
valeurs de seuil prédéfinies, la valeur de seuil la plus faible étant réservée aux paires de molécules

comprenant un amplicon et une amorce appariés.

[0160] Dit autrement, le seuil de variation d’enthalpie libre au-dessus duquel une réaction
d’hybridation n’est pas prise en compte dans la simulation est plus faible (plus proche de 0) pour les
réactions d’hybridation entre un amplicon et une amorce que pour les autres (et donc également
plus faible en valeur absolue, les seuils de variation d’enthalpie libre étant négatifs). Ceci permet de
prendre en compte de maniére préférentielle dans la simulation les hybridations entre les amorces
et les amplicons d’'une part, et les amorces et d’autres amorces d’autre part, ce qui permet de simuler
les premiers cycles d’hybridation amplicon-amorce, au cours desquels la concentration des

amplicons est beaucoup plus faible que celle des amorces

[0161] Dans un ensemble de modes de réalisation de linvention, les équations différentielles

intégrent des équations de conservation de masse de la forme suivante :

T, = Tu(t") + ZH:Z(E‘*J + Z Hii(t7) — H; 4(t7)
; K

Equation 4

Tjo = T;(t") + Y Hy(t*) + Y Hp(t*) — Hy (1)
k i

Equation 5
[0162] Dans lesquelles :
- t* représente le temps écoulé depuis le début de la phase d’hybridation ;

- les notations T; et T; désignent respectivement les concentrations de deux molécules

d’acide nucléique sous forme de simple brins d’indices i et j dans le vecteur T de

concentrations d’une pluralité de molécules d’acide nucléique ;

- la notation H,, désigne la concentration d’'un duplexe forme par I'hybridation de la paire de

molécules d’acide nucléique sous forme de simple brins d’indices x et y dans le vecteur T

de concentrations d’une pluralité de molécules d’acide nucléique ;
- les notations T, et T, désignent les valeursde T; et T; a t* = 0.

[0163] Les équations ci-dessus lient les concentrations de chaque molécule d’acide nucléique sous
forme de simple brins aux concentrations de 'ensemble des duplexes a la formation desquels elles
contribuent via des réactions d’hybridation, pour mettre en évidence qu’une réaction d’hybridation
ne modifie pas le nombre total de simples brins de chaque type. Une équation de conservation de la
masse de ce type peut étre établie pour chagque molécule d’acide nucléique sous forme de simple

brin présente dans le vecteur T.
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[0164] Il convient de noter que les équations de conservation de la masse notées ci-dessus sont
fournies a titre d’exemple non-limitatif uniquement. Selon différents modes de réalisation de
linvention, des formulations équivalentes d’équations de conservation de la masse, c’est-a-dire
d’autres équations traduisant que I'évolution des concentrations des molécules d’acide nucléique
sous forme de simples brins et de duplexes ne modifie pas le nhombre total de simples brins de

chaque type, peuvent étre utilisées.

[0165] Lintégration des équations de conservation de masse dans les équations différentielles
permet de compléter les équations permettant la simulation plus précise de la phase d’hybridation,

afin d’obtenir autant d’équations que d’inconnues.

[0166] L’injection, dans une équation différentielle d’une réaction d’hybridation entre une paire de
molécules d’acide nucléique sous forme de simple brin telle que I'équation 3, des deux équations de
conservations de la masse des deux molécules de la paire permet de réécrire I'équation sous la

forme suivante :

("]Hi Cf T T T T T h T
— = kony [Ty = D Hiu= Y M+ Hillly, = Hig =y Hiu+Hyjl = kopr, Hij
) I e k t

Equation 6

[0167] Afin de résoudre le systéme d’équations différentielles, 'un des principes de la simulation de
la phase d’hybridation telle que représentée en figure 5 est de représenter ces équations sous forme

d’une équation différentielle matricielle.

[0168] A cet effet, dans 'exemple de la figure 5 la simulation de la phase d’hybridation S41 comprend
une sous deuxieéme étape 5412 d'initialisation d’'une matrice de concentrations H, ou H des
duplexes formés par I'hybridation de la pluralité de molécules d’acide nucléique sous forme de

simples brins.

[0169] La matrice peut-étre une matrice N x N (N étant la longueur du vecteur T) formée de la

maniére suivante :
- chaque ligne et chaque colonne correspond a une molécule d’acide nucléique ;

- chaque cellule comprend la concentration du duplexe formé par I'hybridation de la paire de
molécules d’acides nucléiques de la ligne et de la colonne auxquelles la cellule appartient.
Une forme triangulaire peut étre adoptée pour ne compter qu’'une seule fois la concentration
d’un duplexe donné, qui serait sinon compté a la fois dans une cellule de coordonnées i,j et
jyi.

[0170] La matrice H peut donc s’écrire:
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: y

I
Il

0 - 0 Hyy
Equation 7

[0171] Dans I'exemple de la figure 5, la phase d’hybridation S41 pour un cycle donné comprend
ensuite une troisiéme sous-étape S413 de calcul, par pas de temps successifs, de I'évolution de la
matrice de concentrations au cours de la phase d’hybridation, par l'application a la matrice de
concentrations d’'une équation différentielle matricielle représentant la cinétique de formation desdits
duplexes en fonction des concentrations de la pluralité de molécules d’acide nucléique sous forme

de simples brins.
[0172] Le calcul de I'évolution de la matrice peut par exemple s’effectuer de la maniére suivante :

- le calcul est effectué pour un nombre de pas de temps Npdt correspondant a la durée de la
phase d’hybridation. Un pas de temps peut par exemple avoir une durée comprise entre 1
et 10 millisecondes. Un pas de temps pourra par exemple étre choisi pour trouver un

compromis entre convergence du calcul, vitesse de calcul et précision du résultat ;
- unindice de pas de temps npdt est initialisé a 1 ;

- a chaque pas de temps, la sous-étape S413 de calcul de I'évolution de la matrice de

concentrations est effectuée ;

- a/lissue du calcul, une sous-étape S414 vérifie que l'indice du pas de temps npdt est bien

inférieur au nombre de pas de temps Npdt ;

- silindice du pas de temps npdt est inférieur au nombre de pas de temps Npdt, l'indice du
pas de temps npdt est incrémenté a la sous-étape S412, puis une nouvelle itération de la

sous-étape S413 de calcul I'évolution de la matrice de concentrations est effectuée ;

- lorsque lindice du pas de temps npdt est égal au nombre de pas de temps Npdt, la
simulation de la phase d’hybridation est terminée, et la simulation de la phase d’élongation

S42 est enclenchée.

[0173] Ainsi, la simulation de la phase d’hybridation peut se faire par la simulation de Npdt pas de
temps successifs des réactions d’hybridation, chaque pas de temps comprenant le calcul de
'équation différentielle matricielle sur la base des concentrations des molécules dans le vecteur T a

lissue du pas de temps précédent.

[0174] Cet exemple de boucle de calculs successifs est fourni a titre d’exemple non-limitatif
uniguement d’'une boucle de calcul de la phase d’hybridation. De maniére plus générale, toute boucle
de calcul permettant de simuler la phase d’hybridation selon le nombre de pas de temps souhaité
peut étre utilisé dans le cadre de I'invention. Par exemple, l'indice de pas de temps peut étre initialisé

a 0 et la condition de sortie de la boucle a I'étape S414 adaptée, etc.
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[0175] L’équation différentielle matricielle est paramétrée par au moins une matrice d’association
comprenant les constantes d’associations associées a chaque duplexe et au moins une matrice de

dissociation comprenant les constantes de dissociation associées a chaque duplexe.

[0176] Les matrices d’association contiennent ainsi tous les coefficients d’association intervenant
dans les équations 3 et 5. Les coefficients d’association et de dissociation peuvent étre intégrés dans
les matrices d’association et de dissociation selon le méme principe que les concentrations dans la
matrice H (e.g les matrices d’association et de dissociations sont des matrices carrées dans
lesquelles chaque ligne et chaque colonne correspondent a des molécules, chaque cellule de la ou
des matrice(s) d’association comprend la constante d’association entre les molécules de la ligne et
de la colonne vers un duplexe partiel, et chaque cellule de la matrice de dissociation comprend la
constante de dissociation associée a la réaction de dissociation du duplexe vers la paire de

molécules associées a la ligne et la colonne).

[0177] Les matrices d’association et de dissociation peuvent donc s’écrire respectivement :

k0n11 konlN
I 0 k
Kon = (inl]
0 0 Konyy
Equation 8
Pour la matrice d’association, et :
Rorrn 0 Korp
0 koff-- :
Kogr= . . 7
0 o 0 kOffNN
Equation 9

Pour la matrice de dissociation.

[0178] Les unités des constantes d’association peuvent étre des m3.mol'.s' (ou L.mol'.s'), alors

que les unités des constantes de dissociation peuvent étre des s'.

[0179] Comme indiqué ci-dessus, dans un ensemble de modes de réalisation de l'invention, seules
certaines réactions d’hybridation sont prises en compte. Dans ce cas, les constantes d’association
et de dissociation ne sont donc intégrées que pour les réactions considérées comme suffisamment

importantes, c’est-a-dire les réactions qui auront le plus d'impact sur la simulation. Ceci peut par
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exemple se faire en définissant chaque élément de la matrice d’association, ou chaque élément de

la matrice de dissociation associé a une paire de molécules appartenant comme étant :

- nul, si la variation d’enthalpie libre (AG) associé a la réaction d’hybridation des molécules

formant la paire est supérieure a un seuil (ou inférieure en valeur absolue) ;

- respectivement égal a une constante d’association, ou a une constante de dissociation de

la réaction d’hybridation de la paire de molécule sinon.

[0180] Dit autrement, les valeurs des constantes d’association et de dissociation dans les matrices
seront égales a 0 pour les réactions moins importantes, par exemple si la variation d’enthalpie libre
(AG) associé a la réaction d’hybridation des molécules formant la paire est supérieure a un

seuil donné (ou inférieure en valeur absolue) .

[0181] Ainsi, seules les réactions dominantes seront prises en compte, ce qui permet de réduire la

complexité de la simulation, tout en bénéficiant d’'une bonne précision de la simulation.

[0182] Comme indiqué ci-dessus, le seuil pour prendre en compte une réaction d’hybridation, et
donc intégrer les constantes d’association et de dissociation dans les matrices, peut étre identique
pour toutes les réactions, ou différent selon que la réaction est une réaction d’hybridation amplicon-

amorce ou une autre réaction d’hybridation (amorce-amorce par exemple).

[0183] L’évolution de la matrice de concentration des duplexes peut donc, grace aux matrices
d’association et de dissociation, étre écrite sous forme d’équation différentielle matricielle, et la sous-
étape S413 peut ainsi consister en la résolution de I'équation différentielle matricielle pour un pas de

temps donné.

[0184] La résolution de I'équation différentielle matricielle permet ainsi de modéliser 'ensemble de
la dynamique de I'amplification en chaine, y compris les réactions croisées avec les produits
intermédiaires. La résolution d’'une unique équation différentielle matricielle permet également la

résolution de la cinétique du systéme a I'aide de capacité de calcul conventionnelles.

[0185] La possibilité de simuler de maniére compléte I'amplification, et notamment les réactions
d’hybridation qui n’étaient pas simulées de maniére satisfaisante dans les solutions de I'état de I'art,
permet ainsi une validation ou au contraire une modification des parameétres influant la réaction

d’amplification (concentration initiale des amorces, des sels, durée et température des phases, etc.).

[0186] Lorsque les équations de conservation de la masse sont prises en compte, I'’équation
différentielle matricielle peut s’écrire, en intégrant les équations différentielles telles que I'’équation 6

pour chaque réaction :

((T =K., & E(T() — (HHN?;) — f’(HLNH) + (l‘l(l.;](H)MTU — f’(HLNH) — (HHN’]) + dmg(H)} — K{,‘f‘f o H

Equation 10
[0187] Dans laquelle :

- Hestla matrice de concentration des duplexes ;
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- Toestlavaleurinitiale pour le cycle du vecteur de concentration de la pluralité de molécules ;
- Kon est la matrice d’association ;
- Ko est la matrice de dissociation ;

Ing =

- N est la matrice identité de taille N

- © est le produit de Hadamard ;

- diag() représente I'opérateur diagonal convertissant une matrice carrée de taille N x N en un
vecteur de taille N comprenant tous les éléments de la diagonale de la matrice. Ainsi,
Hyg

diag{H ) = H;;

Hy w

[0188] On peut noter que T a été remplacée par TO dans I'équation différentielle, ce qui permet

d’obtenir des calculs matriciels plus rapides.
[0189] Il est maintenant fait référence aux figures 6 et 7.

[0190] La figure 6 montre un exemple de deux phases d’élongation et de dénaturation dans un

ensemble de modes de réalisation de l'invention.

[0191] La figure 7 montre un exemple d’'un ensemble de réactions d’hybridation, d’élongation et de
dénaturation se déroulant au cours de trois cycles successifs de réaction d’amplification PCR, les
réactions représentées en figure 7 permettant de mieux illustrer les étapes des simulations des

phases d’élongation et de dénaturation représentées en figure 6.
[0192] La figure 7 représente un exemple simplifié d’'une réaction d’amplification d’'une unique cible.

[0193] La figure 7 représente plus spécifiquement des séries de réactions d’hybridation, élongation,
dénaturation se produisant dans un contexte donné, avec de nouvelles réactions apparaissant

successivement au cycle 2 puis au cycle 3, a mesure que de nouveaux sous-produits sont générés.

[0194] Dans I'exemple de la figure 7, la simulation comprend initialement (début de la phase

d’hybridation du cycle 1) :

- des acides nucléiques sous formes de simple brin « sens » et « anti-sens » de la cible,

respectivement Tryp €t Trgy |

- une amorce « sens » P, et deux amorces « anti-sens » Py, et P, . ;

[0195] Lors du premier cycle les réactions sont les suivantes :
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- reéaction React71: Ty, s’apparie avec l'amorce P ., en une premiére position pour
1 . o . . S .
donner le duplexe Hgr,, ., Qui sera ensuite élongué en un duplexe élongué Hgr,. -, qui sera

dénaturé en deux acides nucléiques sous forme de simple brin Trz, et ST, ;

- reéaction React72: Tpg, s’apparie avec I'amorce P, en une deuxiéme position pour
donner le duplexe HSZTFWD, qui sera ensuite élongué en un duplexe élongué HSZT*FWD, qui sera

dénaturé en deux acides nucléiques sous forme de simple brin Ty, et STZ, . Bien que les
molécules appariées soient les mémes dans les réactions React71 et React72, ces
réactions sont distinctes, car 'appariement se fait en deux position distinctes, I’élongation se
fait donc sur une distance plus courte dans le cas de la réaction React72. On parle dans ce
cas de « multi-hybridation ». Les variations d’enthalpie libre AG associée a ces deux
réactions peuvent par ailleurs étre différentes. Les réactions React71 et React72 générent

donc respectivement deux molécules sous forme simples brins distinctes ST, et STZ,, ;
- reaction React73 : Try,, s’apparie avec 'amorce P, ... pour donner le duplexe Hgr,.,,, qui

sera ensuite élongué en un duplexe élongué Hir. .., qui sera dénaturé en deux acides

nucléiques sous forme de simple brin Try,p et STrey ;

- reaction React74: P, s’apparie avec P, pour donner le duplexe Hpp, ., , qui sera
ensuite élongué en un duplexe élongué Hz, .., qui sera dénaturé en deux acides nucléiques

sous forme de simple brin PDggy, et P, ;

- reaction React’75: P, s’apparie avec P, pour donner le duplexe Hpp,,,,, qui sera
ensuite élongué en un duplexe élongué Hp,_ ., qui sera dénaturé en deux acides
nucléiques sous forme de simple brin PDgy,;, et P, ... Bien que les amorces appariées dans

les réactions React74 et React75 soient les mémes, ces réactions sont distinctes, car
I’'élongation ne se produit pas sur le méme brin : dans le cas de la réaction React74 cestle
brin « anti-sens » qui est élongué, alors que dans le cas de la réaction React75 c’est le brin

« sens » qui est élongué.

[0196] A lissue de ce deuxiéme cycle, de nouveaux sous-produits de réaction sont donc ajoutés aux

produits déja présents : STy 5, ST2vp, STrev, PDrev, PDrwp.

[0197] Au deuxiéme cycle, la présence de ces nouveaux sous-produits génére 6 nouvelles réactions,

en plus des 5 réactions React71 a React75 ayant déja lieu au premier cycle :

- réaction React76 : ST2,,, s’apparie avec 'amorce Py ., POUr donner le duplexe Hj/STREV qui
sera ensuite élongué en un duplexe élongué Hj}‘STREuni sera dénaturé en deux acides

nucléiques sous forme de simple brin ALz, et STH,p ;

- réaction React77 : ST#,,, s’apparie avec I'amorce Py ., POUr donner le duplexe H‘E/STREV qui
sera ensuite élongué en un duplexe élongué Hj}‘STREuni sera dénaturé en deux acides

nucléiques sous forme de simple brin A%, et ST, ;
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- reéaction React78: STpg, s’apparie avec l'amorce P, en une premiére position pour
1 ; o . . o1 ;
donner le duplexe Hysr,.. ., qui sera ensuite élongué en un duplexe élongué Hyjgr,,, . Qui

sera dénaturé en deux acides nucléiques sous forme de simple brin STz et ALy, p ;

- réaction React79 : STz, s’apparie avec 'amorce P, en une deuxiéme position pour
2 ; . . . A ;
donner le duplexe Hy/sr,.. ., qui sera ensuite élongué en un duplexe élongué Hj/r,,,, Qui

sera dénaturé en deux acides nucléiques sous forme de simple brin STgz, et A%, . Bien que
les molécules appariées soient les mémes dans les réactions React78 et React79, ces
réactions sont distinctes, car 'appariement se fait en deux position distinctes, I’élongation se
fait donc sur une distance plus courte dans le cas de la réaction React79. On parle dans ce
cas de « multi-hybridation ». Les réactions React78 et React79 générent donc

respectivement deux molécules sous forme simples brins distinctes AL, , et A%, ;

- réaction React710 : PDgyps'apparie avec P, .. pour donner le duplexe Hypp,,,, , qui sera

ensuite élongué en un duplexe élongué HA*/PDREV, qui sera dénaturé en deux acides

nucléiques sous forme de simple brin PDgg,, et PDryp;

- reaction React711: P, s’apparie avec PDgg, pour donner le duplexe Hy,pp,,,,, qui sera
ensuite élongué en un duplexe élongué HA*/PDFWD’ qui sera dénaturé en deux acides
nucléiques sous forme de simple brin PDyz, et PDg,p. Bien que les produits des réactions
React710 et React711 soient les mémes, ces réactions sont distinctes, car les molécules
appariées sont différentes et I'élongation ne se produit pas sur le méme brin : dans le cas
de la réaction React710 c’est le brin « anti-sens » qui est élongué, alors que dans le cas de
la réaction React711 c’est le brin « sens » qui est élongué. Il convient également de noter

que, bien que HA*/PDREV et HA*/PDFWD soient considérées pour les besoins de la simulation
comme deux molécules différentes associées a deux concentrations différentes, il s’agit en

réalité de la méme molécule.

[0198] A llissue de ce deuxiéme cycle, de nouveaux sous-produits de réaction sont donc ajoutés aux

produits déja présents : AL, Azy, ALy p et A2y,

[0199] Au troisiéme cycle, la présence de ces nouveaux sous-produits génére 4 nouvelles réactions,

en plus des 11 réactions React71 a React711 ayant déja lieu au deuxiéme cycle :

A : - 41 ’ : ’ 1 i
- reaction React712 : Apy,, s’apparie avec 'amorce P, ., pour donner le duplexe H; ..., qui
sera ensuite élongué en un duplexe élongué Hj*REV, qui sera dénaturé en deux acides

nucléiques sous forme de simple brin ALz, et ALy, p ;

- . . A2 ’ . ’ 2 i
- réaction React713 : A%y, s’apparie avec I'amorce Py, pour donner le duplexe Hy . .qui
sera ensuite élongué en un duplexe élongué Hj*REV, qui sera dénaturé en deux acides

nucléiques sous forme de simple brin 4%;, et A%, ;
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- . .11 ’ . ’ 1 i
- réaction React714 : Az, s’apparie avec 'amorce Py, pour donner le duplexe Hg ., -, qui
sera ensuite élongué en un duplexe élongué H; Fwp» QUi sera dénaturé en deux acides

nucléiques sous forme de simple brin AL, et A}, , . Bien que les produits des réactions
React712 et React714 soient les mémes, ces réactions sont distinctes, car les molécules
appariées sont différentes et I'élongation ne se produit pas sur le méme brin : dans le cas
de la réaction React712 c’est le brin « anti-sens » qui est élongué, alors que dans le cas de
la réaction React714 c'est le brin « sens » qui est élongué. Il convient également de noter
et H}*

gue, bien que H}* soient considérées pour les besoins de la simulation comme

REV FWD

deux molécules différentes associées a deux concentrations différentes, il s’agit en réalité

de la méme molécule ;

A 2 , . , 2 .
- reaction React715 : Az, s’apparie avec 'amorce Py, pour donner le duplexe Hj .. .qui

sera ensuite élongué en un duplexe élongué H3* qui sera dénaturé en deux acides

FWD’

nucléiques sous forme de simple brin A2, et A%,,, . Bien que les produits des réactions
React713 et React715 soient les mémes, ces réactions sont distinctes, car les molécules
appariées sont différentes et I'élongation ne se produit pas sur le méme brin : dans le cas
de la réaction React713 c’est le brin « anti-sens » qui est élongué, alors que dans le cas de
la réaction React715 c’est le brin « sens » qui est élongué. Il convient également de noter

que, bienque H2j . et H3* ,soient considérées pour les besoins de la simulation comme

Fw.

deux molécules différentes associées a deux concentrations différentes, il s’agit en réalité

de la méme molécule.

[0200] L’'un des principes de la simulation des phases d’hybridation et de dénaturation dans les
exemples de modes de réalisation de l'invention représentés en figure 6 et exemplifiés en figure 7
consiste a simuler plusieurs réactions d’hybridation multiples (par exemple, les réaction React71 et
React72, ou encore les réactions React76 et React77) comme une seule réaction générant plusieurs
produits de réaction, puis utiliser un tenseur de dénaturation pour répartir les concentrations des
produits des réactions d’hybridation multiple en vue du prochain cycle de simulation. Les
concentrations des duplexes et duplexes élongués correspondant a différentes positions

d’appariement sont donc représentées par une valeur unique.

[0201] L'utilisation d’'une unique valeur de concentration pour 'ensemble des duplexes entre une
paire de molécules d’acide nucléique quelle que soit la position d’appariement permet de réduire le
nombre d’équations a résoudre pour le calcul de la dénaturation, et de rendre le probléme de la

simulation de la dénaturation soluble.

[0202] Dans un ensemble de modes de réalisation de l'invention, certaines réactions résultent de
appariement entre deux amorces en un duplexe. Dans ce cas, I'élongation peut s’effectuer dans les
deux sens. C’est par exemple le cas des réactions React74 et React75. Dans ce cas, dans certains
modes de réalisation de l'invention, la phase d’élongation simule I'élongation d’un tel duplexe en un

uniqgue duplexe élongué, et les coefficients du tenseur de dénaturation sont définis de sorte que la
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concentration de l'unique duplexe élongué résultant de 'appariement des deux amorces génére des

produits de réaction correspondant aux élongations dans les deux sens.

[0203] Ceci permet de simplifier la simulation des réactions issues de l'appariement entre deux

amorces, afin de réduire encore la complexité de calcul de la simulation.

[0204] Dans I'exemple de la figure 7, les réactions peuvent donc étre représentées par les équations

suivantes, dans lesquelles :
- E, représente une constante d’élongation liée a chaque réaction ;
- E, représente une constante de dénaturation liée a chaque réaction ;

- wreprésente les poids respectifs associées aux molécules issues de plusieurs réactions,
lorsque pour les besoins de la simulation une concentration de duplexe élongué représente

en fait la concentration de plusieurs duplexes distincts ;

- les trois fleches successives pour chaque réaction représentent I’hybridation, I'élongation et

la dénaturation ;

- les molécules a droite de la derniére fléche représentent donc les produits de la dénaturation.

Afin d’améliorer la lisibilité des équations, seules les nouvelles molécules ont été indiquées.

[0205] Les réactions React71 et React72 peuvent étre représentées par 'équation :

E,

_— *
‘Pl FWD + TREV A HST;:WU — H

e W 1 2
5Trwo STewp: STewp

Equation 11

[0206] On note que, dans le cas de cette hybridation multiple, les deux concentrations de duplexes
HslTFWD et HSZTFWD sont représentées par une unique concentration Hgr .-, les deux concentrations

A A 1+ 2% A A i 1 *
de duplexes élongués Hgy et Hgr .., sont représentées par une unique concentration Hgr .-, et

FWD
que l'applications des poids respectifs w dans le tenseur de dénaturation permet de mettre a jour les
concentrations des deux molécules ST, et ST, a pour prendre en compte les poids respectifs

des réactions issues des deux appariements.

[0207] La réaction React73 est représentée par I'équation :

Ey

E,
‘ A
Pryev + Trwp = Hyppp, — H — STrev

STrev

Equation 12

[0208] Les réactions React74 et React75 peuvent étre représentées par 'équation :

E, Eyw
R e o ,
B yn t Pagpy ¥ Hpp — Hpp —— PDggy, PDrwp

Equation 13
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[0209] On note que, dans cette réaction issue de 'appariement de deux amorces (dimére d’'amorces),
les deux concentrations de duplexes élongués Hpp ., et Hpp,,,,, sONt représentées par une unique
concentration Hp, , les deux concentrations de duplexes élongués Hp, . et Hp,. -~ sont
représentées par une unique concentration Hp,, et que l'application des poids respectifs w dans le
tenseur de dénaturation permet de mettre a jour les concentrations des deux molécules PDyg, et
PDryp.

[0210] L'utilisation des poids se fait par exemple de la maniére suivante : une équation représentant
plusieurs réactions, telle que I'équation 13 peut étre associée a plusieurs poids, par exemple stockés
dans le tenseur de dénaturation, représentant I'importance relative des différentes réactions. Par
exemple, pour l'équation 13, les réactions React74 et React75 peuvent étre associées
respectivement a un poids wg.,ct74 €t Wreoacers. A lissue de chaque cycle, la concentration unique
H;p est répartie en concentrations des produits de la réaction. Par exemple, pour I'équation 13, la
concentration de la molécule PD,, serait augmentée en fin de cycle de wg. 174 * Hpp, €t la
concentration de la molécule PDygy,, serait augmentée en fin de cycle de wy,4c¢75 * Hpp. La somme
des poids Wgoict74 € Wreactrs doit donc étre égale a 1, afin que Wgpce74 1 Wregor7s représentent
limportance respective des réactions React74 et React75. Par exemple, des poids wg,,.+74 = 0,5 et
Wreact7s = 0,5 indiqueraient que les réactions React74 et React75 sont aussi fréquentes 'une que

l'autre

[0211] La réaction React76 est représentée par I'équation :

P +ST.. =H! Fomlr o I
Trey ¥R lrwD ¥ sty ™ asstoy > SREV

Equation 14

[0212] La réaction React77 est représentée par I'équation :

P, +STyp = Hlyor  —SHYor =4 A2
Lrev FWD ¥ Hla/sTopy A5 Tupy REV

Equation 15
[0213] Les réactions React78 et React79 peuvent étre représentées par 'équation :
Eﬁ‘ Ed! u

« H . 1 2
Prpn + STrev = Haystyyy, — HA!STFWD > Apwpr AFwp

Equation 16

[0214] On note que, dans le cas de cette hybridation multiple, les deux concentrations de duplexes

Hj/STREV et HX/STREV sont représentées par une unique concentration Hyysrppy les deux

*

concentrations de duplexes élongués Hj/STREV

et Hj}‘STREV sont représentées par une unique
concentration H;{/STREV, et que l'applications des poids respectifs w dans le tenseur de dénaturation

permet de mettre a jour les concentrations des deux molécules A%z, et A%, a pour prendre en

compte les poids respectifs des réactions issues des deux appariements.
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[0215] La réaction React710 est représentée par I'équation :

Ee " Eq
Py + POrwn = Happppey = Hypppe, = PDrev

Equation 17

5 [0216] La réaction React711 est représentée par 'équation :

E, @ Ey
- H = PDrywp

+PDppv = Hampopwp 2 AP D

,P Lrwp

Equation 18

[0217] La réaction React712 est représentée par I'équation :

P +Al mpt  Zople o
Lppy FWD = “Appy REV

10 Arpy
Equation 19

[0218] La réaction React713 est représentée par I'équation :

E, E
2 2 e  Ds i !
Prppy +Apwp = Hy,  — HY  — Appy

Equation 20

15 [0219] La réaction React714 est représentée par I'équation :

Ey

E,
1 -l # o %
Plpwn + AREV =H ? AFWD

Arwn Arwp
Equation 21

[0220] La réaction React715 est représentée par I'équation :

T 2 Ee voae  Ea 49
Pypn +Arey = Hy, o — HiL o — Apwp

20 Equation 22
[0221] Dans un ensemble de modes de réalisation de l'invention :
- chaque molécule intervenant dans la simulation est associée a un indice dans le vecteur T;

- les concentrations des duplexes issues de la phase d’hybridation sont notées dans une
matrice carrée H ol chaque ligne et chaque colonne représente une des molécules, dans

25 l'ordre de leurs indices dans le vecteur T.

[0222] Dans I'exemple de la figure 7, la matrice H peut par exemple s’écrire :
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Equation 23

[0223] Dans la représentation ci-dessus, les molécules sous forme de simples brins liées a chaque
colonne et ligne sont respectivement notées au-dessus de chaque colonne et a gauche de chaque
ligne. Conformément aux équations notées ci-dessus, en cas de multi-hybridation, une unique
concentration de duplexe est notée dans la matrice, représentant en fait la concentration de plusieurs

duplexes correspondant a plusieurs positions d’appariement. Par exemple :

- lacellule correspondant a la ligne « P, ., » etla colonne « Tz, » comprend la concentration

. . . 1 5 i
Hgr oy po TEPIésentant en fait la somme des concentrations Hgr,, - et Hgr .,

- la cellule correspondant a la ligne « P, » et la colonne « STz, » comprend la

concentration Hasst représentant en fait la somme des concentrations Hj/STFWD et

H? .
/ST o

[0224] Il convient de noter que ces exemples sont donnés pour des multi-hybridations selon deux
positions d’appariement distinctes, mais ce principe peut étre généralisé a des multi-hybridations

avec des appariements selon n’importe quel nombre de positions distinctes supérieur ou égal a 2.

[0225] Dans un ensemble de modes de réalisation de I'invention, I'obtention des concentrations des
duplexes élongués lors de la simulation S42 de la phase d’élongation se fait par multiplication des

concentrations des duplexes par des constantes d’élongation.

[0226] Par exemple les constantes d’élongation peuvent étre listées dans un tenseur d’élongation
construit sur le méme principe que la matrice H, c’est-a-dire que chaque cellule du tenseur
d’élongation E, contient un coefficient d’élongation du duplexe de la cellule correspondante de la

matrice H. Dans I'exemple de la figure 7 le tenseur d’élongation serait donc :

Tewn SThwn STREV Apbwn Abwp kv Shew PDFWD POREV Plowe Pleer Pewp Pigey  TFwo o Trev

! 4 4 il i o il 0 @ i o i 4 U i
& i & i o o 0 0 & ] 4 B & o 0
@ @ 0 ¢ @ i 0 0 i @ G 8 @ o 0
@ & o 8 o o ¢ i @ o 4 @ @ o i
@ 0 @ ¢ it 0 0 G i @ 4 8 ] @ 0
i o o o it il i 0 e @ @ 8 o 0 o
@ 0 i i o i il 0 0 o 9 o o 0 i
! 0 o 8 0 0 4 0 i K ¢ @ o @ @
@ a o ¢ il [ a i Eegyg @ 0 @ g 0
# O Eggs 0 0 By Eegy U U i @ O Eypar 0 Eypgs
LA E’“U:S i erpa Eerns Q & 1 0 o Q Eepa o
[ i 0 { i o o R 1 o u o o i 0
il il ¢ 8 @ o o Eeng @ o 8 2 & ] i
@ i o it 1 {t 0 0 u @ B " o i 0
4 0 0 G o 0 0 i 0 o i o @ 0 i
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Equation 24

[0227] La numérotation des constantes d’élongations fait ici référence aux indices des molécules

d’acide nucléigue sous forme de simples brins dans le vecteur T. Par exemple, la constante Eeiy 1o

notée a la 1¢ colonne et la 11¢ ligne du tenseur E, , représente le coefficient d’élongation du duplexe
formé par I'hybridation des molécules d’indice 1 et 11 dans le vecteur T (donc les molécules ST2,,,
et Pizy), c’est-a-dire Hj/STREV, également notée a la 1¢ colonne et la 11¢ ligne de la matrice H.Les
constantes d’élongations peuvent par exemple étre lues dans une base de données, ou obtenues

expérimentalement.

[0228] Chaque coefficient d’élongation représente donc le coefficient, compris entre 0 et 1, des
molécules d’un duplexe donné qui sont élongués durant une phase d’élongation. Par exemple, un
coefficient de 0,5 pour un duplexe donné signifie que la moitié des molécules de ce duplexe sont
élongués lors de la phase d’élongation. La concentration des duplexes élongués a l'issue de la phase
d’élongation sera donc la moitié de la concentration des duplexes non-élongués au début de la phase
d’élongation. Le tenseur d’élongation est donc constitué de coefficients d’élongation compris entre 0
et1.

[0229] Plus généralement, la phase simulation de la phase d’élongation peut se réaliser par une
étape S421 de multiplication de la matrice de concentration des duplexes non-élongués par le

tenseur d’élongation :
H*C(ar) = B, « HE (A1)

Equation 25

[0230] Dans laquelle :

- Creprésente l'indice du cycle d’amplification PCR;

- HC¢ représente la matrice de concentration des duplexes non-élongués au C-iéme cycle
d’amplification PCR ;

- H*C représente la matrice de concentration des duplexes élongués au C-iéme cycle
d’amplification PCR ;

- E, représente le tenseur d’élongation.

[0231] Lintégralité des duplexes n’ayant en général pas été élongués au cours de la phase
d’élongation, la concentration des duplexes non-élongués en fin de cycle est donc égale a la
concentration des duplexes non-élongués en début de cycle moins la concentration des duplexes

élongués en fin de phase. Par exemple :

Equation 26
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Cependant, ce n’est pas la seule maniére de simuler une phase d’élongation. Par exemple, la phase
d’élongation peut étre de maniére plus générale simulée en multipliant la concentration de chaque
duplexe non élongué en début de phase d’élongation par le coefficient d’élongation de ce duplexe.
Par exemple, les concentrations des duplexes non élongués peuvent étre intégrées dans un vecteur
de concentration des duplexes non-élongués, et ce vecteur peut étre multiplié par un vecteur de

coefficients d’élongation.
[0233] La phase de dénaturation peut en pratique comprendre deux étapes :

- une étape S431 de multiplications des concentrations de duplexes élongués et
éventuellement non-élongués par un ou plusieurs tenseurs de dénaturation représentant la

répartition des duplexes en molécules d’acide nucléiques sous forme de simples brins ;

- une étape S432 de multiplication des concentrations des duplexes, ou du produit des
concentrations des duplexes par le ou les tenseurs de dénaturation par un ou plusieurs
coefficients de dénaturations représentant le taux de duplexes effectivement dénaturés

pendant la phase de dénaturation.

[0234] Dans un ensemble de modes de réalisation de linvention, la phase de dénaturation
comprend la multiplication des concentrations de duplexes élongués par un tenseur de dénaturation
des duplexes élongués. Le tenseur de dénaturation des duplexes élongués représente en pratique
la redistribution des duplexes élongués vers les molécules d’acides nucléiques sous forme de

simples brins lors de la phase de dénaturation.

[0235] Ceci permet de simuler la dénaturation des duplexes qui ont été élongués, et d’intégrer les

concentrations de duplexes élongués et dénaturés dans les conditions initiales du cycle suivant.

[0236] Dans un ensemble de modes de réalisation de I'invention, la phase de dénaturation comprend
de plus la multiplication des concentrations de duplexes non-élongués par un tenseur de

dénaturation des duplexes non-élongués.

[0237] Ainsi, la simulation de la phase de dénaturation prend en compte a la fois la dénaturation des
duplexes élongués, mais également la dénaturation des duplexes qui n'ont pas été élongués,

permettant ainsi d’obtenir un résultat de simulation plus précis.

[0238] Lors de la simulation de la phase de dénaturation, un coefficient de dénaturation peut
également étre appliqué aux concentrations de duplexes élongués/non-élongués et/ou aux
concentrations d’acide nucléiques sous forme de simples brins résultant de la multiplication des

concentrations de duplexes élongués/non-élongués par les tenseurs de dénaturation.

[0239] Les coefficients de dénaturation représentent la proportion des duplexes d’un type donné qui
sont effectivement dénaturés lors de la phase de dénaturation. Les coefficients de dénaturation

peuvent par exemple étre lus dans une base de données, ou obtenus expérimentalement.

[0240] Chaque coefficient de dénaturation représente donc le coefficient, compris entre 0 et 1, des

molécules d’un duplexe donné qui sont dénaturés durant une phase de dénaturation. Par exemple,
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un coefficient de 0,5 pour un duplexe donné signifie que la moitié des molécules de ce duplexe sont

dénaturés lors de la phase dénaturation.

[0241] Selon différents modes de réalisation :

10

un méme coefficient de dénaturation peut étre appliqué a un duplexe élongué donné, et au
duplexe non-élongé correspondant. Ceci permet une bonne approximation de la

dénaturation, tout en simplifiant les calculs ;

deux coefficients de dénaturation distincts peuvent étre appliqués respectivement a un
duplexe élongué donné, et au duplexe non-élongué correspondant. Ceci permet une
simulation plus précise, dans des cas ou la dénaturation se produit de maniéere différente

pour le duplexe élongué et le duplexe non élongué.

[0242] Les coefficients de dénaturation peuvent par exemple étre appliqués par le biais de

multiplications matricielles. Par exemple, la phase de dénaturation peut étre simulée par les

équations suivantes :

15

HE1(0) = (Id — Bg)°HC (8))
Equation 27
H*€*1(0) = (Id — Eg)°H*C (A,)
Equation 28
Tl (0) = Tan @)+ Ba ° [fa - Hotor (80 + (ba Ao (8]

Equation 29

20 [0243] Dans lesquelles :

25 -

30 -

° représente le produit de Hadamard ;
1d est la matrice identité ;

E, est une matrice de dénaturation comprenant des coefficients de dénaturation associés a

chaque duplexe ;
E=E est la matrice d’élongation ;

HE(A,) est la matrice de concentration de duplexes non-élongués en fin de phase de

dénaturation au cycle C ;

H*€(0) est la matrice de concentration de duplexes élongués en début de phase de

dénaturation au cycle C ;

HC*1(0) est la matrice de concentration des duplexes non-élongués au début du cycle

suivant C+1 ;

H*¢*1(0) est la matrice de concentration des duplexes élongués au début du cycle suivant
C+1;
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- - représente le produit tensoriel;
-} est le tenseur de dénaturation des duplexes élongués ;

- 1, est le tenseur de dénaturation des duplexes non-élongués ;

- H:E.(A,) est la concentration des duplexes élongués en fin de phase d’élongation, mise

sous forme de vecteur ;

- HE,.(A,) estla concentration des duplexes non-élongués en fin de phase d’élongation, mise

sous forme de vecteur ;

- Tfiu (A,) représente le vecteur de concentration des molécules d’acide nucléique sous forme
de simple brins en fin de phase d’élongation au cycle d’amplification PCR C ;

- T‘fcﬁf (0) représente le vecteur de concentration des molécules d’acide nucléique sous forme

de simple brins en début du cycle d’amplification PCR suivant C+1 ;

[0244] L'Equation 27 représente la concentration des duplexes non élongués et non-dénaturées se

retrouvant en début du cycle d’amplification suivant C+1.

[0245] L'Equation 28 représente la concentration des duplexes élongués et non-dénaturées se

retrouvant en début du cycle d’amplification suivant C+1.

[0246] L'Equation 29 représente la distribution en acides nucléiques sous forme de simples brins

des duplexes dénaturés en début du cycle d’amplification suivant C+1. Plus spécifiquement :

- t1/=)§ - S, (A,) représente la distribution des duplexes élongués en acides nucléiques sous

forme de simples brins par application du tenseur de dénaturation des duplexes élongués ;

- t1/=)d - HS, .. (A,) représente la distribution des duplexes non élongués en acides nucléiques

sous forme de simples brins par application du tenseur de dénaturation des duplexes non

élongués ;

- E,° représente I'application du tenseur de dénaturation a la distribution des acides

nucléiques sous forme de simples brins ;

- le terme E,; ° [y HiSo (D) + Mg - HS.ce (A,)] représente donc la variation des acides

nucléiques sous forme de simples brins au cours du cycle d’amplification PCR d’indice C.

[0247] Il convient de noter que les exemple fournis ci-dessus sont fournis a titre d’exemples non-
limitatifs uniquement, et que d’autres formulations pourraient étre appliquées pour simuler la phase
de dénaturation. Par exemple, des formules équivalentes de distribution des duplexes vers les
molécules sous forme de simple brins, et de multiplication par des constantes de dénaturation
peuvent étre utilisées. Par exemple, la multiplication par les constantes de dénaturation peut se faire

sous la forme de multiplications vectorielles.

[0248] Dans I'exemple des Equation 28 et Equation 29, les constantes de dénaturation sont listées

dans un tenseur de dénaturation construit sur le méme principe que la matrice H, c’est-a-dire que
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chaque cellule du tenseur d’élongation E, contient un coefficient d’élongation du duplexe de la

cellule correspondante de la matrice H. Dans I'exemple de la figure 7 le tenseur de dénaturation

serait donc :

$Then SThwe Tiev Alwp Ahwn ey Shev PPRwn PPrev Pewe Papy Peee teev Tewn Teew
i 0 i i 0 & 0 it @ il 0 i il & a
i & & i @ @ [t i @ o it @ ] o 4
o i @& 8 8 e 0 0 o o a 0 i o o
o B o 0 8 0 0 it @ i i o @ & a
i m i il 8 0 0 il it o {1 i o o ﬂ
a U 0 9 @ & 0 it g} :; 0 o & :} o
8 8 0 0 @ o o 0 e ] o 0
n 8 0 0 @ @ u Q 0 ] o o
i [ o o 0 i [ it o 0 [ @
) E it n s“k I i li E 613
s Egyy s & @ 1] o a 0 o Eqy L
i 4 i 0 i g o 0 4 4 ¥ 1
i [ @ [ Eaiag i o ] i ik { it
0 0 4 0 o o 0 0 @ @ 0 o il ¢ 1
o i i i & 0 0 i B 0 Q it i o 2

Bidyge
1

Equation 30

[0249] La numérotation des constantes d’élongations fait ici référence aux indices des molécules

d’acide nucléigue sous forme de simples brins dans le vecteur T. Par exemple, la constante Eqiyqr

notée a la 1¢ colonne et la 11¢ ligne du tenseur E, , représente le coefficient de dénaturation du
duplexe formé par I'hybridation des molécules d’indice 1 et 11 dans le vecteur T (donc les molécules
STAvp et Piy), cest-a-dire Hj/STREV, également notée a la 1¢ colonne et la 11¢ ligne de la matrice H.
Dans cet exemple, un méme coefficient de dénaturation est appliqué aux duplexes et aux duplexes
élongués correspondants (par exemple Hj/STREV et HA*}STREV). Cependant, dans d’autres modes de
réalisation de l'invention, des coefficients de dénaturation distincts peuvent étre appliqués a certains
duplexes et duplexes élongués, par exemple si la dynamique de dénaturation est significativement
différente entre les deux versions. Les coefficients de dénaturation peuvent par exemple étre lus

dans une base de données, ou obtenus expérimentalement.

[0250] Chaque coefficient de dénaturation représente donc le coefficient, compris entre 0 et 1, des
molécules d’un duplexe donné qui sont dénaturées durant une phase de dénaturation. Par exemple,
un coefficient de 0,5 pour un duplexe donné signifie que la moitié des molécules de ce duplexe sont
dénaturées pendant la phase d’élongation. La concentration des duplexes élongués/non-élongués
a lissue de la phase de dénaturation sera donc la moitié de la concentration des duplexes
élongués/non-élongués au début de la phase de dénaturation. Le tenseur de dénaturation est donc

constitué de coefficients de dénaturation compris entre 0 et 1.

[0251] Dans le cas des duplexes non-élongués (c’est-a-dire les duplexes résultant de I'hybridation
de deux molécules d’acide nucléique sous forme de simples brins n‘ayant pas été élongués), les
molécules n‘ont pas été transformées, et la dénaturation a pour effet de restaurer les deux molécules

d’acide nucléique sous forme de simple brins hybridées.

[0252] Dans I'exemple de la figure 7, la dénaturation des duplexes élongués est résumée dans le
tableau ci-dessous, ou chaque lighe comprend la référence d’un duplexe partiel, son indice dans le

vecteur H,,,, les deux molécules d’acide nucléique sous forme de simple brin dont I'hybridation a
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permis de former le duplexe, et qui sont re-créées a l'issue de la phase de dénaturation, et les indices

de ces deux molécules :

Ref in Hyees Tmchen im Hven Hef inT tmddioes in T
B h
7 e 3 Trwo
Hatpyes 12 Ter v 14
11
Mgy 31
Elppy 13
12
Hpp i
b 1
; 1t
R 1
- 2
W
Haps Tiw 1 k] 3
i 5 . 11
A By E Flewn &
[ 12
g om i)
Hy SRy 1 £ Pliggy 3
i1
H’ %
A gy 4 &
o3 N 1t
Ly * 5
é i
&
- W
7 N

Tableau 1
[0253] Le tenseur de dénaturation des duplexes non-élongués ), peut donc s’écrire dans cet
exemple :
ST}]E'VD STEWD STrev Aiwu A%wm "}uu Afzagv PDpwp FDrev Pipwp Pigpy Ppwp Prpev Trwd Trev
Hier 1 0 0 0 0 o0 0 0 0 i 0 0 0 0
ASTREY
Hiver 0 1 0 0 0 00 0 0 0 i 0 0 0 0
ASTREY . . . . . .
ST 0 O 1 0 0 0 0 [¢] ( 1 [y [¢] ( 0 [y
AlSTewp ) i ] ] )
Ky 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Yy 0 0 0 0 I 00 0 0 0 : 0 0 00
Wy= ", 0 0 0 0 0 1 0 0 0 i 0 0 0 0 0
o 0 0 0 0 0 0 1 0 0 | 0 0 0 0 0
SFWD . . . " -
rn 0 0 0 h 0 o 0 i 0 0 0 0 i 0 0
“REV
- 0 0 0 0 0 o0 0 1 ! 0 0 0 0 0
£ FWD . . . " .
Al 0 0 0 0 0 o0 0 0 1 0 0 i 0 0
o 0 0 0 0 0 o0 0 0 0 i 0 0 1 0
2Trev . . . . .
i 0 0 0 0 0 o0 0 0 1 0 0 0 0 1
SEFWI

Equation 31

[0254] Le tenseur de dénaturation des duplexes non-élongués 1/=)d est dans cet exemple un tenseur
de taille 12x14 : il comprend 12 lignes correspondant respectivement aux 12 duplexes dans le
vecteur H,,,.. Les 12 duplexes sont notés a gauche de chaque ligne correspondante, et notés dans
l'ordre de leurs indices dans le vecteur H,,. Il comprend également 14 colonnes correspondant
respectivement aux 14 molécules d’acide nucléique sous forme de simple brin dans le vecteur T.
Les 14 molécules d’acide nucléique sous forme de simple brins sont notés au-dessus de chaque

colonne correspondante, et notés dans 'ordre de leurs indices dans le vecteur T. La valeur « 1 » est
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inscrite dans chaque cellule appartenant a la ligne d’'un duplexe, et la colonne d’un acide nucléique

sous forme de simple brins généré par la dénaturation de ce duplexe élongé.

[0255] Le tenseur de dénaturation permet ainsi de distribuer les concentrations de molécules de
H,... vers T envue du prochain cycle en une seule simple opération algébrique. La forme du tenseur
de dénaturation permet aussi de vérifier que la réaction est correcte en sommant chaque ligne. En
effet, la somme des éléments de chaque ligne doit étre égale a 2 (puisque chaque duplexe génére

lors de la phase de dénaturation deux molécules d’acide nucléique sous forme de simples brins).

[0256] Le tenseur de dénaturation des duplexes élongués est également dans notre exemple de
taille 12x14, chaque ligne représentant un duplexe élongué dans l'ordre de leurs indices dans le
vecteur ., et chaque colonne représentant une molécule d’acide nucléique sous forme de simple
brin dans I'ordre de leurs indices dans le vecteur T. Pour les cas de duplexes correspondant a une
unique réaction d’hybridation en un seul emplacement, il est construit comme le tenseur de
dénaturation, en inscrivant la valeur « 1 » dans chaque cellule appartenant a la ligne d’un duplexe
élongué, et la colonne d’un acide nucléique sous forme de simple brins généré par la dénaturation

de ce duplexe élongué.

[0257] Dans un ensemble de modes de réalisation de l'invention, le tenseur de dénaturation des
duplexes élongués contient aussi des coefficients spécifiques en cas d’hybridations multiples, c’est-
a-dire d’hybridation d’'une méme amorce en plusieurs emplacements d’'un méme acide nucléique
sous forme de simple brins, comme par exemple dans le cas des réactions React71 et React72, ou

des réactions React78 et React79 par exemple.

[0258] Dans ce cas, la dénaturation génére non pas deux mais au moins trois acides nucléiques
sous forme de simple brins. Dans le cas des React71 et React72, ou des réactions React78 et
React79, la dénaturation produira trois acides nucléiques sous forme de simples brins car
hybridation multiple s’est réalisée en deux positions, mais le méme principe peut étre étendu a un
plus grand nombre de produits de dénaturation en cas d’hybridations en un plus grand nombre de

positions.

[0259] Dans ce cas, les concentrations de duplexes et les concentrations de duplexes élongués
comprennent respectivement une concentration d’un duplexe virtuel égale a la somme des
concentrations des duplexes formés par les réactions d’hybridations multiples, et une concentration
d’un duplexe virtuel élongué égale a la somme des concentrations des duplexes élongués formés

par I'élongation des duplexes formés par les réactions d’hybridations multiples.
[0260] Par exemple :
- dans le cas des réactions de multi-hybridation React71 et React72 :

- les concentrations de duplexes non-élongués comprennent la concentration de

duplexe virtuel Hgr., . représentant la somme des concentrations Hslpru et

2 .
HSTFWD ’
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- les concentrations de duplexes élongués comprennent la concentration de duplexe

virtuel élongé Hgr,, représentant la somme des concentrations Hgr,,,, et Hér o s

- dans le cas des réactions de multi-hybridation React78 et React79 :

- les concentrations de duplexes non-élongués comprennent la concentration de

duplexe virtuel Hy,sr,,, représentant la somme des concentrations Hj/STFWD et
2 .
HA/STFWD ’

- les concentrations de duplexes élongués comprennent la concentration de duplexe

*

/STFwD et

virtuel élongé Hjsr,..., représentant la somme des concentrations Hj

HZ

A/STrwD"

[0261] Dans ce cas, les coefficients du tenseur de dénaturation des duplexes élongués
correspondant a la distribution de la concentration du duplexe virtuel élongué vers chaque acide
nucléique sous forme de simple brin associé a une des réactions d’hybridation multiple peuvent étre
respectivement égaux au ratio entre I'énergie d’interaction de la réaction d’hybridation multiple
divisée par la somme des énergies d’interactions de toutes les réactions d’hybridations multiples

avec ledit acide nucléique a simple brin.

[0262] Par exemple, dans le cas des réactions de multi-hybridation React71 et React72, le duplexe

virtuel Hgr,, ., sera dénaturé :

- dune par, vers Trzy, qui était présent dans les deux réactions React71 et React72. Le

coefficient associé sera donc 1 ;

- dautre part, vers ST, et ST, ,, correspondant aux réactions React71 et React72. Les
coefficients associés aux molécules ST3,, et STZ,, doivent donc correspondre aux
importances respectives des réactions React71 et React72, c’est-a-dire a l'importance
respective de I'hybridation de React71 et I'hybridation de React72. A cet effet, ces deux
coefficients peuvent étre respectivement égaux a I'énergie d’interaction de I'hybridation de
React71 divisée par la somme des énergies d’hybridation de React71 et React72, et
I'énergie d’interaction de I'hybridation de React72 divisée par la somme des énergies
d’hybridation de React71 et React72.

[0263] Par exemple, si la réaction d’hybridation de React71 a une énergie d’interaction AG1, et la
réaction d’hybridation de React72 une énergie d’interaction AG?2, les poids associés a STH,, et

STZ,, dans le tenseur de dénaturation des duplexes élongués seront respectivement égaux a :

1

- owy = pour STA,p ;

AG + AG?

AG? 2
- et w, = mpour STFWD'

[0264] Ainsi, les réactions d’hybridation multiple, et les élongations et dénaturation associées
peuvent étre simulées comme une seule série de réactions, tout en préservant I'exactitude de la

simulation.
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[0265] Dans un ensemble de modes de réalisation de l'invention, le tenseur de dénaturation des
duplexes élongués contient aussi des coefficients spécifiques en cas d’hybridations entre deux
amorces, ou « dimére d’amorce ». En effet, dans ce cas, le duplexe formé par I'’hybridation des deux
amorces peut étre élongué dans les deux sens, ce qui génére in fine des produits de dénaturation

distincts, comme par exemple dans les réactions React74 et React75.

[0266] Dans ce cas, les concentrations de duplexes élongués comprennent une concentration d’'un
duplexe virtuel élongué égale a la somme des concentrations des duplexes élongués formés par

I’'élongation dans chacun des deux sens du duplexe formé par I'’hybridation des deux amorces.

[0267] Par exemple, dans le cas des réactions React74 et React75, les concentrations des duplexes
élongués peuvent comprendre une concentration d’un duplexe virtuel élongué Hj, représentant la

somme des concentrations de Hpp, ., et Hpp,,,  -Ainsi, la concentration du duplexe virtuel élongué

H;p ne correspond pas a une concentration d’'un duplexe réel, mais permet de faciliter la simulation.

[0268] Les coefficients du tenseur de dénaturation des duplexes élongués correspondant a la
distribution de la concentration du duplexe virtuel élongué vers chacune des deux amorces, et
chacun des deux acides nucléiques sous forme de simple brins résultant de I'élongation dans un des
deux sens peuvent alors tous étre égaux a 0,5, pour représenter le fait que I'élongation s’effectue
sensiblement une fois sur deux dans chacun des deux sens. Par exemple, dans le cas des réactions
React74 et React75, les produits de dénaturation sont les amorces PDyy, et PDg,,,, ainsi que les

acide nucléiques P, et P, . . Dans le tenseur de dénaturation des duplexes élongués, les cellules

sur la ligne de Hj, et les colonnes de PDygy, PDryp, et P, ., seront donc tous égaux a 0,5.

P 1Fwbp

[0269] Ceci permet de simuler de maniére efficace les réactions résultant d’hybridations entre

amorces, tout en limitant la complexité de la simulation.

[0270] Dans I'exemple de la figure 7, les coefficients du tenseur de dénaturation peuvent étre définis
pour chaque réaction de dénaturation d’un duplexe élongué, dans un tableau construit sur le méme

principe que le tableau pour les duplexes non élongués :
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e k] 1
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t 1
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i 1
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AW Appy 7 1
Tableau 2

[0271] On observe ici :

- La présence de coefficients correspondant aux réactions d’hybridation multiple, pour les

duplexes virtuels élongués Hgr ., et Ha/st

- la présence des coefficients correspondant a I'hybridation entre les amorces pour le

duplexes partiel virtuel élongé H;,.

[0272] Dans cet exemple, les coefficients associés aux deux paires de réactions d’hybridation

multiples ont tous deux été définis a 0,8 et 0,2.
[0273] Ceci permet donc de construire le tenseur de dénaturation des duplexes élongués suivant :

o7l erl o i 2 o , ) ) N
STewp STiwp STrev Apwp Apwp “Arpv ARev POrwD PDrev Pipwp Pigey Papwp Pagpy Trwp Trev

1:
HI3 I$TREY I o 0 O U 1 0 o O 4 o 0 O 0

¥ 1
Hytapy [y 1 { 0 0 4 1 [y 0 0 0 0 0 0
ST 0 0 1 0.8 0.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

ASATEW
} ;uu v 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HE 0 0 0 O 1 0 1 0 Y 0 0 0 0 O 0
- AREY

\p’; = Hiwn 0 0 0 1 il 1 0 0 o 0 0 0 0 o 0
1;} WD [ [ 0 0 1 4] 1 [ 0 0 ] 0 0 0 0
Hip Dipv 0 0 v 0 ] o 0 1 1 0 O 0 0 0 0
Hyp Bewn 0 0 0 0 0 o 0 1 1 0 & 0 0 0 0
n 0 0 0 0 0 0 0 0.5 0.5 0.5 O 0 0.5 0 0
‘Ter [ [ 1 0 0] 4] 0 [ 0 0 ] 0 0 1 0
H;‘Tr ﬁ; b 0.8 0.2 0 0 o} 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Equation 32

[0274] La forme de ce tenseur permet de distribuer les concentrations des duplexes élongués vers

les molécules d’acide nucléique sous forme de simple brins par une simple opération algébrique.
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[0275] De plus, il est possible de vérifier que la dénaturation est sous contrdle, en vérifiant que la

somme des valeurs sur chaque ligne est égale a 2.
[0276] Il est maintenant fait référence a la figure 8.

[0277] La figure 8 montre un exemple d’un procédé selon un ensemble de modes de réalisation de

linvention intégrant une validation ou modification des paramétres de I'amplification PCR.

[0278] Dans un ensemble de modes de réalisation de linvention, les caractéristiques du kit PCR,
par exemple le choix de la pluralité d’amorces et de la valeur initiale du vecteur de concentrations
pour ladite pluralité d’amorces au premier cycle de la réaction, peuvent étre validées ou modifiées

en fonction des résultats de la simulation.
[0279] Par exemple, le procédé P8 comprend, en plus des étapes du procédé P4 :

- une étape S81 d’affichage des résultats de la simulation. Cet affichage peut par exemple
comprendre un affichage de courbes d’évolution des concentrations des molécules, des

valeurs représentatives de la cinétique de la réaction, etc ;

- une étape S82 de comparaison d’une valeur représentative de la cinétique d’une réaction a

un seuil ;

- si la comparaison est positive, une étape S83 de validation des amorces et des

concentrations initiales des amorces ;

- sinon, une étape S84 de modification des amorces et/ou des concentrations initiales des

amorces.

[0280] A lissue de I'étape S84, la simulation peut étre réexécutée sur la base des paramétres

modifiés.

[0281] Ceci permet donc de s’assurer que les paramétres des amorces et de leur concentration
permettent bien de réaliser 'amplification désirée avec une cinétique suffisamment forte, ou au

contraire les modifier pour satisfaire cette contrainte.

[0282] L’étape S82 de comparaison d’une valeur représentative de la cinétique d’'une réaction a un
seuil permet notamment de vérifier qu’une réaction donnée d’amplification sera suffisamment rapide

pour étre détectée. Par exemple, le seuil considéré peut étre un des seuils suivants :
- uncycle seuil (Ct) ;
- un point de croisement (Cp) ;
- une concentration finale d’'une molécule d’acide nucléique amplifiée par la réaction ;
- une concentration d’amplicons en fin de réaction.

[0283] Ainsi, I'étape S82 peut consister a vérifier qu’'un Ct ou Cp pour une réaction d’amplification
d’une cible donnée est supérieur a un seuil de référence (c’est-a-dire que le cycle seuil Ct, ou point
de croisement Cp est trop élevé, ce qui signifie que la réaction d’amplification n’est pas assez rapide),

ce qui signifie que la réaction ne sera pas suffisamment rapide.
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[0284] Si le procédé P8 comprend une étape S81 d’affichage, ceci est un exemple non limitatif. En
effet, I'affichage peut par exemple permettre a un utilisateur expert de valider ou non les paramétres
de la simulation, mais la comparaison a I'étape S82 peut également s’effectuer automatiquement,

sans affichage préalable.

[0285] La mise en ceuvre d’'une modification a I'étape S84 peut s’effectuer de différentes maniéres.
Par exemple, la modification peut étre effectuée manuellement par un utilisateur expert.
Alternativement, une modification peut étre effectuée automatiquement, ou proposée a l'utilisateur

expert en fonction des résultats de la simulation.
[0286] Un exemple de modification a I'étape S84 va étre décrit ci-dessous.

[0287] Tout d’abord, I'étape S84 peut comprendre une sous-étape S841 d’identification d’'une cible

a favoriser en fonction des résultats de la simulation de I'amplification en chaine par polymérase.

[0288] Par exemple, la cible a favoriser peut étre une cible dont la cinétique n’est pas suffisamment
rapide. Par exemple, une ou plusieurs des comparaisons discutées pour I'étape S82 peuvent étre
effectuées pour chaque cible, et une cible pour lequel la comparaison est négative (par exemple,
une cible dont le Ct ou Cp est supérieur a un seuil prédéfini) considérée comme une cible a favoriser,

car la cinétique d’amplification est en I'état actuel des choses insuffisante.

[0289] L’étape S84 peut ensuite comprendre une deuxiéme sous-étape S842 d'identification, a partir
de la matrice d’association ou de la matrice de dissociation, d’'une molécule d’acide nucléique sous

forme de simple brin formant une paire avec une amorce associée a ladite cible.

[0290] La sous-étape S842 consiste donc a identifier une molécule autre que la cible formant une
paire avec une amorce associée a ladite cible, c’est-a-dire une molécule qui fera concurrence a la
cible (et aux amplicons résultant de 'amplification de la cible) pour s’apparier avec I'amorce. Une
telle molécule peut étre identifiée grace a la matrice d’association K,,,,, ou la matrice de dissociation
K,r¢- En effet, ces matrices contiennent des coefficients pour chaque paire de molécules liées par
une réaction d’hybridation suffisamment forte. La molécule peut donc par exemple étre identifiée
comme une molécule ayant une constante d’association avec l'amorce, ou une constante

d’association supérieure a un seuil avec 'amorce.

[0291] L’étape S84 peut ensuite comprendre la réalisation d’au moins une modification de
lamplification en chaine par polymérase. L'au moins une modification de I'amplification en chaine

par polymérase peut notamment comprendre au moins une modification choisie parmi :

- unediminution, dans le vecteur de concentration initiale, de la concentration initiale de ladite
molécule d’acide nucléique sous forme de simple brin formant une paire avec 'amorce

associée a ladite cible ;
- une modification de la concentration de sels ;

- une modification de la température d’hybridation pour au moins un cycle.
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[0292] Ces modifications permettent notamment de défavoriser I'hybridation de la molécule d’acide
nucléique sous forme de simple brin formant une paire avec I'amorce associée a ladite cible avec
lamorce, ce qui permet ainsi de favoriser I'hybridation de la cible (et des amplicons résultant de

lamplification de la cible) avec 'amorce, et donc la réaction d’ampilification de la cible.

[0293] Cet exemple montre que la simulation de réaction d’amplification selon I'invention permet non
seulement de vérifier qu’une amplification souhaitée est bien réalisée, mais également de modifier
les paramétres de I'amplification afin de favoriser une réaction souhaitée Si I'exemple des étapes
S841 a S843 de la figure 8 est basé sur une identification de réaction concurrente via analyse de la
matrice d’association K,,, ou la matrice de dissociation K,¢s, cet exemple n’est pas limitatif, et
d’autres procédés d’identification de freins a une réaction d’amplification peuvent étre utilisés dans
un ensemble de modes de réalisation de l'invention. Plus généralement, l'invention n’est pas limitée

a un procédé particulier de modification des paramétres de la simulation.
[0294] Il est maintenant fait référence a la figure 9.

[0295] La figure 9 montre un exemple d’un procédé selon un ensemble de modes de réalisation de
linvention intégrant une validation ou modification des paramétres de I'amplification PCR, et une

fabrication d’un kit d’amplification PCR validé.
[0296] La procédé P9 est un procédé de fabrication comprenant toutes les étapes du procédé P8.

[0297] La procédé P9 comprend en plus, a lissue de la validation a I'étape S83, une étape de
fabrication d’'un kit pour la caractérisation de microorganismes compris dans un échantillon par
utilisation d’une réaction d’amplification en chaine par polymérase, ou « kit PCR » tel que le kit K1

représenté en figure 1 par exemple.

[0298] Le kit fabriqué par le procédé P9 comprend ainsi les amorces, et concentrations telles que
validées par le procédé P8, c’est-a-dire dont la simulation a montré qu’'une amplification souhaitée

pourra étre réalisée avec une cinétique satisfaisante.

[0299] Le procédé P9 permet donc de fabriquer un kit validé par la simulation, et permettant une

amplification satisfaisante des cibles souhaitées.
[0300] Il est maintenant fait référence a la figure 10.

[0301] La figure 10 montre un exemple d’un procédé P10 de caractérisation d’'un microorganisme

utilisant un kit d’amplification PCR fabriqué selon un ensemble de modes de réalisation de l'invention.

[0302] La procédé P10 comprend une premiére étape S101 de préparation de I'échantillon de
maniére a réaliser sur I'échantillon préparé une PCR, ladite préparation comprenant une étape

d’ajout d’un kit (K1) fabriqué conformément a un procédé tel que le procédé P9.
[0303] L’échantillon peut avoir été prélevé sur un humain, un animal, ou encore un objet inanimé.

[0304] Le procédé P10 comprend ensuite une étape S102 de mise en ceuvre de la PCR sur
'échantillon prélevé. A lissue de cette étape, les séquences d’acides nucléiques d’intérét auront été

amplifiées par la PCR, et sont présentes en quantités suffisantes pour étre caractérisées.
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[0305] Le procédé P10 comprend donc une troisieme étape S103 de caractérisation des

microorganismes en fonction des résultats de la PCR.

[0306] Un anti-microbien peut étre choisi en fonction de la caractérisation et, soit administré a
’humain ou I'animal si I'’échantillon a été prélevé sur un étre vivant, soit appliqué sur un objet inanimé

si 'échantillon a été prélevé sur un objet inanimé.

[0307] Le procédé P10 permet ainsi d’effectuer une PCR sur un échantillon, afin de caractériser un
microorganisme contenu dans I'’échantillon, et le cas échéant sélectionner un antimicrobien adapté

a ce microorganisme.

[0308] Le kit ayant été validé par simulation pour permettre I'amplification des séquences d’acide
nucléique caractéristiques de ce microorganisme, la méthode P10 permet une amplification, et donc

une caractérisation efficace d’'un microorganisme donné.
[0309] Il est maintenant fait référence a la figure 11.

[0310] La figure 11 montré un graphe Gr11 représentant I'évolution du Ct pour une simulation
d’ampilification d’'un acide nucléique issue de levure du champignon (S. cerevisiae) en fonction de la

durée de la phase d’hybridation selon un procédé de simulation de l'invention.
[0311] Le graphe représente plus précisément :
- surl'axe des abscisses, la durée de la phase d’hybridation t;,,,, en secondes ;

- surl'axe des ordonnées, la différence AC, entre le C, correspondant au temps maximal testé
de la phase d’hybridation (ici, 10 secondes), et le €, pour une durée donnée de phase

d’hybridation, plus courte.

[0312] Le simulations ont été réalisées pour 3 concentrations d’amorces, la concentration d’acide

nucléique issue de levure du champignon étant maintenue constante :

- la courbe Crv110 représente I'évolution simulée du AC, en fonction de t,;,, pour une

concentration de 0,4 uM ;

- la courbe Crv111 représente I'évolution simulée du AC, en fonction de t,;,, pour une

concentration de 0,8 uM ;

- la courbe Crv112 représente I'évolution simulée du AC, en fonction de t,;,, pour une

concentration de 2 uM.

[0313] Des expérimentations physiques correspondant a ces concentrations, pour certaines durées
de la phase d’hybridation ont été menées, afin de mesurer la valeur AC, sur des cas réels et

comparer aux simulations.
[0314] Les mesures réelles sont représentées :

- par les mesures Mes1101, Mes1102, Mes1103 et Mes1104 pour les concentrations de 0,4
uM ;
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- par les mesures Mes1111, Mes1112, Mes1113, Mes1114, Mes1115 et Mes1116, pour les

concentrations de 0,8 uM ;

- par les mesures Mes1121, Mes1122, Mes1123, Mes1124 et Mes1125, pour les

concentrations de 2 uM.
[0315] On constate sur la figure 11 que :
- les simulations fournissent des résultats précis, trés proches des mesures réelles ;

- lorsque la durée de la phase d’hybridation augmente, le Ct baisse rapidement puis plus

lentement pour tendre vers une valeur minimale (représentée par AC, = 0) ;

- le point d’inflexion de la durée d’hybridation t,,,, a partir duquel le Ct se rapproche de la

valeur minimale est plus élevé lorsque les concentrations sont faibles.

[0316] La simulation permet donc d’évaluer le Ct de maniére précise et fiable. On constate donc que
les simulations effectuées permettent d’optimiser la durée de la phase d’hybridation pour atteindre

une valeur cible de Ct.
[0317] Il est maintenant fait référence a la figure 12.

[0318] La figure 12 montre un exemple de visualisation de la cinétique de plusieurs réaction PCR
dans deux conditions expérimentales distinctes selon un ensemble de modes de réalisation de

'invention.

[0319] Dans I'exemple de la figure 12, deux simulations selon linvention ont été exécutées pour

reproduire :

- lamplification d’une cible au sein d’une premiére amplification multiplexe, avec un premier

ensemble d’amorces. Cette premiére simulation est représentée par les points « OPA » ,

- lamplification d’'une cible au sein d'une deuxiéme amplification multiplexe, avec une
modification du premier ensemble d’amorces. Cette premiére simulation est représentée par

les points « OPB ».

[0320] La simulation a été effectuée dans ce cas, suite a la constatation que, dans un exemple
d’amplification réelle, le Ct d’'une amplification a été augmenté d’environ 5,5 cycles suite a a
modification du premier ensemble d’amorces. Deux simulations, correspondant au premier

ensemble d’amorces, et a la modification de I'ensemble, ont donc été conduites.
[0321] Les résultat de ces deux simulations sont représentés sur le graphe Gr12, avec :
- en abscisses, l'indice du cycle ;
- enordonnées, la concentration des amplicons résultant de I'amplification de la cible.

[0322] Les points « OPA » et « OPB » montrent donc les concentrations d’amplicons simulées a
lissue de chaque cycle, respectivement dans le cas ol le premier ensemble d’amorce, et 'ensemble

d’amorces modifié, sont utilisés.
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[0323] On constate que la simulation permet également de détecter une différence de Ct AC,

d’environ 5,5 cycles.

[0324] Ce résultat démontre la capacité de la simulation d’amplification PCR selon l'invention a
simuler de maniére fiable le fonctionnement d’'une amplification multiplexe. Ainsi, I'analyse des
résultats de simulations permet d’optimiser le choix des paramétres d’amplifications, par exemple le
choix des amorces, des concentrations d’amorces, ou des durées de phases afin de valider la
capacité d'un kit d’amplification PCR construit selon les paramétres simulés a générer une

amplification satisfaisante d’'une cible donnée.

[0325] La présente divulgation ne se limite pas aux exemples de procédé, programme d’ordinateur,
kit pour l'amplification en chaine par polymérase ci-avant, seulement a titre d’exemple, mais elle
englobe toutes les variantes que pourra envisager ’'homme de l'art dans le cadre de la protection

recherchée.

[0326] Grace a l'invention, il est possible de déterminer si un choix initial des amorces et de leur
concentration méne a une amplification appropriée des molécules d'acide nucléique cibles. Dans un
tel cas, la conception d'un kit contenant lesdits amorces et leurs concentrations est validé et le kit

peut passer en production pour sa commercialisation.

[0327] L'invention permet également d'adopter une approche systématique pour la conception de
kits d'amplification PCR. Notamment, partant d'une liste d’amorces possibles préalablement
identifiés et d'un intervalle de concentrations possibles pour ces derniers, une grille de paramétre
initiaux est déterminée. Par exemple pour chaque ensemble d’amorces candidates pour un kit, leur
intervalle de concentration est discrétisé avec un pas prédéterminé. Un paramétre initial est alors
cet ensemble d’amorces avec des valeurs de concentrations dans lesdits intervalles. Une simulation
est lancée pour chacun des paramétres et une fois 'ensemble de la grille parcouru, on retient le ou
les paramétres donnant les meilleures performances, puis un ou plusieurs kits correspondants sont

fabriqués.

[0328] L’invention permet également de tester un ensemble d’amorces dans le cadre d’'une PCR
multiplexe , et dans ce cas de tester et comparer des designs alternatifs afin d’atteindre les

performances attendues.

[0329] Le kit fabriqué est ensuite utilisé d'une maniére connue en soi. Dans le cadre d'une application
clinique, comme par exemple la détection de microorganismes pathogénes dans un échantillon
biologique prélevé sur un patient (ou un animal), le clinicien (resp. le vétérinaire) peut alors adapter

sa thérapie, par exemple choisir un antibiotique adapté au pathogéne détecté.

[0330] De maniére privilégié, les paramétres AG, ou de fagon similaire les K,,,, et I?off , peuvent étre
obtenues selon des méthodes de Tlétat de Tlart, par exemple les méthodes dites
« Nearest Neighbours » divulguées par exemple par Santalucia Jr, J. (1998). A unified view of
polymer, dumbbell, and oligonucleotide DNA nearest-neighbor thermodynamics. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 95(4), 1460-1465.
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[0331] La simulation de I'amplification PCR est mise en ceuvre par ordinateur, a savoir au moyen
de circuits matériels comprenant des mémoires informatiques (cache, RAM, ROM...) et un ou
plusieurs microprocesseurs ou processeurs, organisés ou non sous forme de nceuds de calcul,
nécessaires a l'exécution d'instructions informatiques mémorisées dans les mémoires pour la mise

en ceuvre de ladite simulation.
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Revendications

successifs de I'amplification, chaque cycle comprenant, de maniére séquentielle :

une phase d’hybridation (S41) entre I'au moins une cible et une pluralité d’amorces ;
une phase d’élongation (S42) ;

puis une phase de dénaturation (S43) ;

dans lequel, pour chaque cycle :

la phase d’hybridation comprend :

PCT/EP2024/067690

'obtention d’'une valeur initiale pour le cycle d’'un vecteur de concentrations d’'une
pluralité de molécules d’acide nucléique sous forme de simples brins comprenant

'au moins une cible et la pluralité d’amorces ;

le calcul d’'une matrice de concentrations de duplexes partiels formés par
hybridation de la pluralité de molécules d’acide nucléique sous forme de simples
brins, chaque élément de ladite matrice représentant la concentration des duplexes
formés par I'hybridation d’'une paire de ladite pluralité de molécules d’acide
nucléique sous forme de simples brins, indépendamment de la position d’hybridation

de ladite paire ;

la phase de dénaturation comprend :

la multiplication d’un vecteur de concentration de duplexes élongués, résultant de
lapplication de la phase d’élongation aux concentrations de duplexes, par un
tenseur de dénaturation des duplexes élongués (IT’Q) afin d’obtenir une valeur initiale
de vecteur de concentrations d’une pluralité de molécules d’acide nucléique sous

forme de simples brins pour le cycle suivant.

[Revendication 2] Procédé selon la revendication précédente, dans lequel :

au moins un duplexe résulte de I'appariement entre deux amorces ;

la phase d’élongation simule la concentration de chaque duplexe résultant de 'appariement

entre deux amorces en une unique concentration de duplexe élongué résultant de

lappariement entre deux amorces ;

les coefficients du tenseur de dénaturation sont définis de maniére a répartir chaque
concentration de duplexe élongué résultant de lappariement entre deux amorces en

molécules d’acide nucléique sous formes de simples brins correspondant a une élongation

du duplexe résultant de 'appariement entre les deux amorces dans les deux sens.
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[Revendication 3] Procédé selon la revendication précédente, dans lequel, pour chaque réaction

d’hybridation entre deux amorces :

- les concentrations de duplexes élongués comprennent une concentration d’'un duplexe
virtuel élongué égale a la somme des concentrations des duplexes élongués formés par
I'élongation dans chacun des deux sens du duplexes formés par I'hybridation des deux

amorces |

- les coefficients du tenseur de dénaturation des duplexes élongués correspondant a la
distribution de la concentration du duplexe virtuel élongué vers chacune des deux amorces,
et chacun des deux acides nucléiques sous forme de simple brins résultant de I'élongation

dans un des deux sens sont tous égaux a 0,5.

[Revendication 4] Procédé selon 'une quelconque des revendications précédentes, dans lequel,
pour chaque ensemble de réactions d’hybridations multiples d’un acide nucléique a simple brin par

une amorce en plusieurs emplacements respectivement :

- les concentrations de duplexes et les concentrations de duplexes élongués comprennent
respectivement une concentration d’un duplexe virtuel égale a la somme des concentrations
des duplexes formés par les réactions d’hybridations multiples, et une concentration d’un
duplexe virtuel élongé égale a la somme des concentrations des duplexes élongués formés

par I'élongation des duplexes formés par les réactions d’hybridations multiples ;

- les coefficients du tenseur de dénaturation des duplexes élongués correspondant a la
distribution de la concentration du duplexe virtuel élongué vers chaque acide nucléique sous
forme de simple brin associé a une des réactions d’hybridations multiples sont
respectivement égaux au ratio entre I'énergie d’interaction de la réaction d’hybridation
multiple divisée par la somme des énergies d’interactions de toutes les réactions

d’hybridations multiples avec ledit acide nucléique a simple brin.

[Revendication 5] Procédé selon 'une quelconque des revendications précédentes, dans lequel la

phase d’élongation comprend :

- l'obtention des concentrations des duplexes élongués par multiplication des concentrations

des duplexes par des coefficients d’élongation.

[Revendication 6] Procédé selon la revendication précédente, dans lequel :

- la phase d’élongation comprend de plus la mise a jour du vecteur de concentration des
duplexes, représentant a l'issue de la phase d’élongation la concentration des duplexes non-

élongués ;
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- la phase de dénaturation comprend de plus la multiplication dudit vecteur de concentration
des duplexes par un tenseur de dénaturation des duplexes non-élongués (¥,) pour mettre
a jour la valeur initiale pour le cycle suivant du vecteur de concentrations de la pluralité de

molécules d’acide nucléique sous forme de simples brins.

[Revendication 7] Procédé selon la revendication précédente, dans lequel, lors de la phase de
dénaturation, un méme coefficient de dénaturation est appliqué a un duplexe non-élongué et au
duplexe élongué correspondant pour mettre a jour le vecteur de concentrations de la pluralité de
molécules d’acide nucléique sous forme de simples brins, et les concentrations de duplexes pour le

cycle suivant.

[Revendication 8] Procédé (P8) selon l'une quelconque des revendications précédentes,
comprenant une étape ultérieure de validation (S83) ou de modification (S84) de la pluralité
d’amorces et de la valeur initiale du vecteur de concentrations pour ladite pluralité d’amorces au
premier cycle de la réaction par comparaison (S82) d’'une valeur représentative de la cinétique d’une

réaction a un seuil.

[Revendication 9] Procédé de fabrication d'un kit pour la caractérisation de microorganismes
compris dans un échantillon par utilisation d’une réaction d’amplification en chaine par polymérase,
ledit kit comprenant une pluralité d’amorces validées, procédé dans lequel la pluralité d’amorces et
le vecteur de concentrations pour ladite pluralité d’amorces sont obtenus par un procédé de

simulation selon I'une des revendications 1 a 7.

[Revendication 10] Kit pour I"amplification en chaine par polymérase fabriqué par le procédé selon

la revendication précédente.

[Revendication 11] Programme informatique comportant des instructions pour la mise en ceuvre du

procédé selon 'une des revendications 1 a 8 lorsque ce programme est exécuté par un processeur.

[Revendication 12] Support d’enregistrement non transitoire lisible par un ordinateur sur lequel est
enregistré un programme pour la mise en ceuvre du procédé selon I'une des revendications 1 a 8

lorsque ce programme est exécuté par un processeur.

[Revendication 13] Procédé de caractérisation de microorganismes compris dans un échantillon,

comprenant :
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— La préparation de I'échantillon de maniére a réaliser sur I'échantillon préparé une PCR, ladite
préparation comprenant une étape d’ajout d’un kit fabriqué conformément a un procédé de

la revendication 1 a 8 ;
— La mise en ceuvre de la PCR sur I'échantillon préparé.

— La caractérisation des microorganismes en fonction des résultats de la PCR.

[Revendication 14] Procédé selon la revendication 13, dans lequel I'échantillon est prélevé sur un
animal ou un étre humain, ledit procédé comprenant le choix d’un antimicrobien en fonction de la
caractérisation des microorganismes présent dans ledit échantillon, et 'administration dudit anti-

microbien audit animal ou étre humain.

[Revendication 15] Procédé selon la revendication 13, dans lequel I'échantillon est prélevé sur un
objet inanimé, ledit procédé comprenant le choix d’'un antimicrobien en fonction de la caractérisation
des microorganismes présent dans ledit échantillon, et I'application dudit anti-microbien audit objet

inanimé.
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