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1 OBJET

Détermination d’une métrique qualité objectivable optimisée pour définir I’intégrité d’un ADN
génomique extrait d’un échantillon biologique maximisant la garantie d’obtention d’un résultat
de séquencage répondant aux critéres de qualité de la communauté internationale.

Réponse a la demande émanant de la plateforme AURAGEN en date du 11/06/2020.
2 DOMAINE D’APPLICATION

- Cette recommandation s’applique aux échantillons d’ADN issus de prélevements
sanguins ou tissulaires non tumoraux et utilises dans le cadre du diagnostic par
séquencage de lectures courtes.

- Cette recommandation ne s’applique pas a la technologie de séquencage longs
fragments.

- Cette recommandation ne s’applique pas aux échantillons extraits a partir de tissu fixé
(ex : FFPE).

3 LES METRIQUES EXISTANTES

Les fournisseurs d’appareils d’analyse d’ADN ont défini des métriques propres a leurs
technologies parmi lesquelles on peut trouver :

- Le GQN (Genomic Quality Number - Fragment analyzer; Agilent) ;

- Le DQN (DNA Quality Number - Fragment analyzer; Agilent) ;

- Le GQS (Genomic DNA Quality Score - Labchip GX; Perkin Elmer) ;

- Le DIN (DNA Integrated Number - TapeStation; Agilent).
La plateforme AURAGEN étant équipée de la « TapeStation », la recommandation se
concentrera donc sur le DIN.

4 DEFINITION DU DIN

Le DIN est une métrique proposee par le fournisseur Agilent, basée sur I’utilisation de cassette
de migration électrophorétique appelée « ScreenTape » utilisée dans I’appareil « TapeStation ».
Il est préconisé par Agilent, afin de standardiser et de faciliter le contréle de I’intégrité des
échantillons d’ADN intra et inter laboratoires.

Il est obtenu a partir d’un algorithme basé sur plusieurs paramétres de migration
électrophoreétique. 1l détermine la fragmentation d’'un ADN génomique en estimant la
distribution du signal sur toute une plage de taille et applique automatiqguement un nombre
calculé. Le DIN a eté genéré a partir d’environ 7 000 échantillons provenant d'une grande
variété de sources d’ADN génomique.
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L’¢échelle de valeurs est comprise entre 1 et 10.

Une valeur seuil de DIN supérieure 7 est considérée comme acceptable par Agilent pour
l’engagement de I’ADN en séquencage. En dessous, d’autres recommandations sont a
appliquées :

Valeur Recommandation
DIN >7 Recommandé
6 <DIN <7 Possible mais avec restriction

Non recommandé, nouveau prélevement a demander dans la

DIN<6 limite du possible

5 RECOMMANDATIONS DU CREFIX
5.1 Préambule et limites

Un echantillon qui a été prélevé, conserve et extrait selon les procédures standardisees et les
recommandations des instances de santé (ex : HAS) devrait toujours donner une valeur de DIN
élevée (i.e > 7).

La plupart des fournisseurs de kit de préparation de librairie pour du WGS, indique que I’ADN
génomique doit étre de bonne qualité (c’est-a-dire le moins degradé possible et le plus propre).
Mais, ils ne donnent aucune métrique pour qualifier ’ADN (pas de valeur seuil, pas de
technique d’analyse particuliére).

La dégradation d’un ADN génomique se visualise par la présence d’un « smear » (présence de
fragment d’ADN de tailles variables). Quand un ADN est dégradé, I’information sur
I’homogénéité de sa dégradation est inconnue. Or, celle-ci a un impact sur la taille des inserts
et sur la représentativité de I’information génétique et in fine sur I’interprétation du
séguencage.

Il est a noter que I’utilisation de 1’appareil « TapeStation » avec la « Genomic DNA ScreenTape
Analysis » permet seulement de visualiser le profil de migration compris entre 200 et 60 000
paires de bases. La plupart des extractions réalisées sur colonne ou billes magnétiques
provoquent une cassure de I’ADN génomique a une taille moyenne de 50 kb. Il est donc
nécessaire de connaitre avant I’emploi de la « TapeStation », le type d’extraction utilisé (i.e
avec une cassure < 60kb).
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Le DIN n’est pas le seul critére a prendre en considération pour qualifier un ADN extrait.
Pour rappel :

- Les ratios de dosage optique 260/280 et 260/230 doivent étre compris entre 1.8 et 2
ce qui permet de donner une information sur la présence d’inhibiteur de réaction
d’amplification ou sur la présence de traces de solvants.

- Le profil de migration doit é&tre homogeéne (absence de smear) et doit présenter un
pic majoritaire supérieur a 10 kb.

- Il est nécessaire de traiter les échantillons a la RNAse afin d’éviter les artéfacts de
dosage et de purifier par passage sur colonne les échantillons apres traitement.

5.2 DIN>7

Tout échantillon avec une valeur de DIN supérieure a 7 et possédant les criteres qualités cités
ci-dessus (rapports de DO, pic) est qualifié pour le séquencage.

Cette valeur est recommandée par le retour d’expérience du CNRGH (Centre National de
Recherche en Génomique Humaine), par la plateforme d’extraction et de qualification des
ressources biologiques (CIT) et par I’application note d’Agilent.

53 6<DINEs7

Tout échantillon avec une valeur de DIN comprise entre 6 et 7 et possédant les critéres qualités
cités ci-dessus (rapports de DO, pic) peut étre considéré comme utilisable pour le séquencage
moyennant des précautions supplémentaires.

En effet, ces valeurs indiquent une dégradation partielle des ADN. Selon le CNRGH, cette
dégradation peut avoir un impact sur la qualité des résultats de séquencage (couverture non
homogeéne, rendement de préparation des librairies plus faible, risque d’échec de la préparation
de librairie plus important, etc.).

Il faudra verifier :
Avant de préparer la librairie :
- Le profil de migration (Pic majoritaire au-dessus de 10kb, absence de
smeatr,...) ;
- Lesdosages ;
- Le type d’extraction utilisée.

Avant le depdt sur séquenceur :
Le rendement et le profil des librairies selon les recommandations des fournisseurs.
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54 DIN<6

Dans le cas ou I’échantillon a une valeur de DIN inférieure a 6, il est préférable de le remplacer
dans la mesure du possible car le risque d’avoir un probléme de séquengage devient plus élevé
selon le retour d’expérience du CNRGH.

Si le ré-échantillonnage n’est pas possible et si 1’échantillon est trés précieux alors un avis en
RCP devrait étre demandé afin de déterminer la meilleure décision de diagnostic, soit en
utilisant une technique alternative autre que le WGS, soit en tenant compte de la qualité du
résultat lors du compte rendu de diagnostic.

De plus, selon le retour d’expérience d’Agilent, un ADN avec un DIN égal 6 avait donné une
taille d’insert de 198 pb, ce qui est peu acceptable pour du WGS dont la taille d’insert doit €tre
comprise entre 250 et 500 pb.
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8 LIMITES DE LA RECOMMANDATION

Cette recommandation est issue des différents fournisseurs, des « Application note » d’ Agilent,
de la littérature et de I’expertise du CNRGH.
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