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Summary: There is currently no method allowing routine rettéerization of minute amounts of
degraded DNA samples such as those encounterecdeimsic science, archived tissues, ancient
DNA, extracellular or stool DNA or processed fobtire, we describe and directly validate such a
method based, on one hand, on a generalized DNdForarfiragmentation model and on the other,
on two gquantitative PCR experiments using two défifi target sizes. The model also makes it
possible to determine the minimum sample amouatirtmimum mass average fragment size and
the maximum degradation time necessary to obtpwsdive PCR.

Résumé Il n'existe pas actuellement de méthode permettEn caractériser en routine des
échantillons d’ADN dégradés comme ceux qui sonteatrés en médecine légale, dans les tissus
archivés, dans l'adn extracellulaire ou d'excrément les produis alimentaires. Nous proposons et
validons une méthode basée d’'une part sur un matdefeagmentation aléatoire de 'ADN et de
'autre sur deux analyses en PCR quantitative suxccibles de tailles différentes. Le modeéle
permet de caractériser I'échantillon dégradé etcutant de nombreux parametres intéressant les
biologistes et en particulier la quantité et lde¢ainoyenne des fragments, mais aussi la probabilit
d’avoir une PCR positive pour un temps de dégradatune taille de cible et une quantité
d'échantllon donnés.

1. Introduction

La caractérisation de molécules d'ADN dégradéesseeprincipalement sur l'analyse PCR
(Polymerase Chain Reaction : amplification expoiedlat par polymérase). L'analyse par qPCR,
pour "quantitative PCR" est le plus souvent utdig@ur le calcul du nombre de copies ou de la
masse d'ADN dans des échantillons mais, en raisore chon-amplification des séquences cibles
ayant subi une coupure, l'analyse sous-estime syiguement la détermination de la masse
effective ([1], [2], [3], [4]). En modélisant la deéadation de 'ADN dans le temps, et par suite en
déterminant la distribution en taille de la popgatetudiée, on peut utiliser la PCR pour quaetifi
et évaluer la qualité d'un échantillon d’ADN, migis modélisations courantes, faisant appel a un
processus de Poisson ([5]) ne permettent pas alexttes caractéristiques essentielles aux
biologistes qui s'intéressent a la conservatiohAdEN et a I'amplification d'ADN dégradé.

Dans cette présentation, nous fournissons a pdiiin modele existant ([6]) plusieurs
propriétés utiles :

- larépartition de la taille des fragments d'un étlan d'ADN dégradé

- I'estimation de la probabilité de coupure a paideux analyses gPCR sur deux cibles.

- le calcul de la probabilité de PCR positive suéahantillon dégradé.

- La validation du modele de Moore et Maranas ([6]adtir de deux jeux de de données

réelles.
Ces propriétés sont issues de calculs simplescatade maniére plus détaillées dans [7].



1. Modele de fragmentation et estimation de la prob  abilité de coupure

On modélise un brin d'ADN par une chaine de B éutales. Chacune des B-1 liaisons
nucléotide-nucléotide a une méme probabilité (imc@) de coupure notéeu . La digestion d'un
brin d'ADN de longueur B et soumis a des factewgscdupure produit donc aléatoirement un
nombre inconnu de fragments dont la répartition [dagueurs a été établie par [6]. Partant d'un
échantillon de brins d’ADN identiques de longueulaBépartition des longueurs de fragments dans
I'échantillon dégradé est

1-P,)*" , pourL=B 1)
"~ |P,.(1-P,)", pourk L<B -1 2
Pour L=1..B, Q_ est la proportion de fragments dégradés de lomguelans I'échantillon aprés
digestion.Q est en fait la distribution d'une loi géométriguentjuée : Soit X une variable aléatoire

distribuée suivant une loi géométriquePe(), ie P(X:x):Pm.(l—Pm)x_lx:LZ,.. Dans notre cas,

les premieres probabilité®,_  coincident avec la loi géométrique mais puisqoyl a pas de
séquences de longueur supérieure a B, toutes dbmlglités restantes de la loi géométrique se
concentrent en B pour donn€; => P(X=X)=> R,.(1-R,) = @R, ' Qys=(1-P,)"" est

x=B x=B
donc la probabilité qu'une séquence d'’ADN de longlereste intacte aprés dégradation. Il est
intéeressant de noter qu@, pour L<B ne dépend pas de la taille initiaB Le profil de

fragmentation ne dépend donc que du paramétreugrioeP; .

La Fig.1 illustre la distribution Q (A) ainsi Ao_os—

que le profil de l'intensité lumineuse (B) pour Figure 1
une analyse sur gel d'agaros®; - L Q_, IS
L=1..B. A partie d'un gel observé (ayant &
l'allure de la Fig.1 B), une méthode graphique £ 0.024
permet également (théoriguement) d'estimer g
la probabilité de coupurct par l'inverse de =
la longueur L maximisantM;, méthode E
couramment employée dans la littérature .S 0.014
([8]). On montre facilement que le maximum o
est en fait atteint pour o
Lmax :_[1/ In (1_ Pcut)] 0.00- H’HHHH‘|H||||||||||HIIIIII|||||m ........................... ‘
qui est trés proche de la valeurPdd{ 0 50 100 150 200
habituelle. fragment length (nucleotides)
L'analyse qPCR permet, de déterminer le

nombre de brins d'/ADN dans un échantillon B
ayant une séquence donn€g intacte. Le > 047
principe repose sur l'amplification des @
molécules d'’ADN (dégradées ou non) a la € g3-
seule condition que la cibl€; n'ait pas été ‘»
coupée lors de la dégradation. Il est évident %
que plus la cible & une longueur; Q 027
importante, plus la probabilité de coupure est g
grande. En effet d'apres (1) pdasL,, 2 014

—(1-P )Ll—l .029
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Considérons deux cibles distinctes de longueurirdiitesL; et L,. En appliquant deux
analyses qPCR sur ces cibles, on obtient deux resmobservéd); et N, qui sont le nombre de
molécules dans I'échantillon pour lesquelles cbkegisont intactedN; et N, sont des variables
aléatoires binomialeB(N, Q1) et B(N, Q.2) respectivement. Les proportions théoriqu@s etQ,»
ne peuvent étre estimées pPa/N et No/N puisque le nombre initial de copies N est inconnu.
Cependant, le ratidNi/ N2 est un estimateur dg@-P,, )" /(1-P,, )= (1-P, ) *"*. Ainsi , il est

possible d'estimePg; :
Pcut=1- (N1/ N2V (3)

De plus, une estimation du nombre de copies iegi&l a partir d&l; etN, est:
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Fig.2 : schéma d'une double gPCR sur deux cibfé&reintes de longueurk; etL;

2. Détermination de la vitesse de coupure parune d ouble gPCR en deux
temps différents.

L'attaque de la liaison nucléotide-nucléotide autdiat plus de probabilité d'étre observée que le
temps de dégradation est important. La pluparnaaséles supposent une loi exponentielle pour la
durée de vie d'une liaison, ce qui correspond avaration dePg,en fonction du temps du type

Pout = 1 - exp(-kt) .

A partir de deux doubles qPCR a deux dates &, on obtient I'estimation de la vitesse de coupure

~ 1 Nt N
k= In| —Lt-*—2
(t,-t).(L,-L,) (N; Niej

Le modéle permet également d'estimer la probahijitéine qPCR sur une cible de longueur
donnée effectuée a un temps donnée soit positiver Eela, il est nécessaire que I'échantillon




dégradé contienne au moins une copie dont la séquahlée soit intacte. Cette probabilité est
donnée par
P(PCR sur cible de longueur £E)P  (au moins une ciblaate)

=1-P(toutes les cibles sont dégradé¢
=1-[1-@-P, )]
:1—[1— expkt )H]N

Afin de valider le modéle, des échantillons corésobnt été testés et plusieurs gPCR ont été
effectuées en des temps différents sur des cibif#sehtes. La procédure permet de corriger les
méthodes classiques de calcul du nombre de copiesdes échantillons d’ADN dégradés. Enfin, le
modele est appliqué sur un jeu de données dddeaalitire ([9]) : I'extraction de I'ADN de dents de
renard Vulpes vulpes collectées sur une période couvrant les troisi€iexs décennies a permis
d'observer les probabilités de PCR positives sarcitdes de longueur différentes. Ces probabilités
observées ont été confrontées au modeéle proposé.
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