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Résumé

L’Analyse du polymorphisme de 'ADN mitochondrial humain (ADNmt) est devenue
un outil utile d’identification dans le domamne forensique et Ila recherche de lorigine
matrilinéaire, en particulier lorsque les échantillons sont dégradés ou en absence d’ADN

nucléaire.

Afin de contribuer a la mise au point, au niveau du laboratoire de Police Scientifique
d’Alger, d’un protocole pour le séquengage des deux régions hypervariables HV1 et HV2 de
la région de controle D-Loop de ADNmt, nous nous sommes intéresses dans notre étude a
trois types de prélevements, le premier riche en ADN nucléaire (prélevements buccaux et
sanguins), le second faible en ADN nucléaire (restes musculaires) et le troisieme dépourvu

d’ADN nucléaire (prélévements capillaires dépourvus de bulbes) .

Nous avons pu extraire 'ADN a partir de divers échantillons provenant de ces trois
types de prélevements, de le quantifier et enfin de I'amplifier et de le séquencer selon deux
stratégies, utilisant six paires d’amorces permettant le séquencage des deux brins d’ADN sens
et anti-sens des deux régions hypervariables HV1 et HV2 a chaque fois, ce qui permet de

confirmer les résultats des mitotypes pour chaque échantillon.

La mise au point de cette technique dans les conditions du laboratoire de police
scientifique d’Alger a ¢été effectuée en ajustant les paramétres de Pamplification et du
séquencage selon les quantités d’ADN nucléaire détectées. Grace a ce protocole nous sommes
parvenus a déterminer les mitotypes pour les deux premiers types d’échantillons et d’en
dédure le lien maternel. Le résultat pour le troisieme type d’échantillon était partiel mais
encourageant pour un premier essai d’extraction d’ADNmt a partir des prélevements

capillaires dépourvus de bulbes.

Mots clés : ADNmt ; HV1-HV2 ; D-Loop ; Séquencage ; Mitotypes.



Abstract

The analysis of human mitochondrial DNA (MmtDNA) polymorphism is a useful
identification tool in the forensic domain and the search for matrilineal origin, especially

when samples are degraded or there is no nuclear DNA.

In order to contribute to the development, at the Scientific Police laboratory of
Algiers, of a protocol for the sequencing of the two hypervariable regions HV1 and HV2 of
the D-Loop control region of the mtDNA, we have interested in our study to three types of
samples, the first rich in nuclear DNA (oral and blood samples), the second low in nuclear
DNA (muscle remains) and the third devoid of nuclear DNA (capillary samples devoid of
bulbs).

We were able to extract the DNA from various samples from these three types of
samples, to quantify it and finally to amplify and sequence it according to two strategies,
using six pairs of primers allowing the sequencing of the two strands of Sense and antisense
DNA of the two hypervariable regions HV1 and HV2 each time, which makes it possible to

confirm the results of the mitotypes for each sample.

The optimization of this technique in the conditions of the scientific police
laboratory of Algiers was performed by adjusting the amplification and sequencing
parameters according to the amounts detected of nuclear DNA. This protocol, able us to
determine the mitotypes for the first two types of samples and to deduced the maternal link.
The result for the third type of sample was partial but promising for a first attempt to extract
DNA from capillary samples without bulbs.

Key words: mtDN; HV1; HV2; D-Loop; Sequencing; Mitotypes.
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Glossaire

Glossaire

Amorce : ADN simple brin, également appelée oligonucléotide, utilisé comme molecule
«starter» ou « primer » pour la PCR.

ddNTP: Didésoxyribonucléotide, nucléotide dont  les  groupements 2'OH et 3'OH
du ribose sont absents, utilisés dans différentes méthodes de séquencage de IADN.

D-Loop : région regulatrice ou de controle de TADNmt

Electrophorese capillaire : Technique utilisée pour la séparation des acides nucléiques a
I'aide de capillaires a base de silice. Elle est fondée sur le déplacement d'ions avec des
vitesses de migration différentes selon leur taille sous l'effet d'un champ électrique.
Fluorochrome : Substance chimique capable d'émettre de la lumiere fluorescente apres
excitation.

Heétéroplasmie : mélanges de plus d'un type d’ADNmt chez un individu.

Locus : un segment défini sur un codage chromosomique d'un géne, ou décrire un segment
polymorphe, par exemple une séquence STR.

Marqueur génétique : un géne ou région chromosomique utilisée pour I'identification.
Amplicon : C’est un fragment d'ADN amplifi¢ par PCR.

Pb: c’est la plus petite unité pour décrire la longueur d'une molécule ou d'un fragment
d'ADN qui comprend deux bases complémentaires

PCR: réaction d’amplification en chaine, méthode permettant le ciblage et l'amplification de
courts segments d'ADN par [Iutilisation de deux amorces flanquant la séquence d'intérét ainsi
que l'enzyme ADN polymeérase.

SNP : polymorphisme mononucléotidique , cest un Polymorphisme de la séquence d'’ADN
defini par deux bases alternatives a une position donnée.

Sciences forensiques : Ensemble des principes scientifiques et des techniques appliqués a
linvestigation criminelle, pour prouver l'existence d'un crime et aider la justice a déterminer

lidentité de l'auteur.

viii
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Liste des abréviations

Liste des abréviations

ADN: Acide DésoxyiboNucléique

ADNmt: Acide DésoxyriboNucléique mitochondrial

ADNRN: Acide DésoxyribouNcléique nucléaire

Brin (AS): Brin anti sens

Brin (S): Brin sens

ddNTP : didésoxyNucléotide Ttri-Phosphate

D-Loop : Displacement Loop (Boucle de déplacement de ADNmt)

dNTP: désoxyNucléotide Ttri-Phosphate

EDNAP : European DNA Profiling : groupe Européen de Profilage de IADN

EMPOP : European DNA Profiling Group (EDNAP): mtDNA Population Database (Base
de données d’ADN mitochondrial du groupe EDNAP)

HV1: région Hypervariable 1

HV2: région Hypervariable 2

HV3: région Hypervariable 3

ISFG : International Society for Forensic Genetics (Société internationale de génétique
forensique)

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry (Autorité reconnue pour le
développement de regles a adopter pour la nomenclature, les symboles et la terminologie des
éléments chimiques et de leurs dérivés)

Kb : Kilo paires de base = 1000 pb

OH : Origine de réplication du brin lourd

OL : Origine de réplication du brin léger

pb : paire de base

PCR: Polymerase Chain Reaction

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

STR: Short Tandem Repeat

Taq Polymerase: DNA-Polymerase de Thermophilus aquaticus

VR1: Région Variable 1

VR2: Région Variable 2
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Introduction générale

I. INTRODUCTION

Les techniques de profils génétiques ou genotypage mettent en évidence les régions
polymorphes du génome des individus. Elles permettent d'une part d'identifier les individus
avec certitude et d'autre part d'établir les relations de parenté intrafamiliales (Butler, 2011).

Les méthodes appliquées aujourd’hui en routine sont complémentaires. L'analyse de
microsatellites (Short Tandem Repeats, STR) présents au niveau du génome nucléaire, permet
d'obtenir des résultats fiables, reproductibles et applicables & de nombreux types
d'échantillons. Elle permet également l'étude de mélanges d’ADN de plusieurs individus et
posséde un pouvoir de discrimination trés élevé. Cependant, certains échantillons trés
dégradés ou ne contenant pas d’ADN nucléaire ne peuvent pas Se préter au génotypage
(Pham-Hoaia et al., 2017).

Pour associer les caractéristiques complémentaires de ces méthodes de genotypage, il
s'avere nécessaire de développer la technique de séquencage de 'ADN mitochondrial. Du fait
de lexistence d'un trés grand nombre de copies de cet ADN par cellule et sa préservation a
I'intérieur de mitochondries, son séquencage peut étre réalisé sur des échantillons tres
dégradés. C’est une méthode moins discriminante que lanalyse des STR mais qui permet
d'identifier une lignée maternelle et vient parfois consolider un résultat de génotypage par
STR partiel (Butler et Hill, 2012).

Notre présente étude a été réalisée au niveau du département d’identification génétique
du Laboratoire de la Police Scientifique d’Alger (LPS). L'objectif a ét¢ de contribuer a la mise
au point d’un protocole d'identification genétique par séquencage des deux régions
hypervariables HV1 et HV2 de ’ADN mitochondrial (ADNmt), caractéristique de la filiation
matrilinéaire et de montrer ainsi, I'intérét de cette technique pour l'identification génétique

chez 'homme et de pouvoir 'appliquer a une grande variété d'échantillons.

Notre travail s’articule autour de trois chapitres a savoir la synthése des données de la
littérature relatives a [lidentification et la filiation génétiques, permettant d’appréhender le
theme de recherche, les méthodes employeées dans la réalisation du travail, I'ensemble des
résultats est exposé puis discuté afin de dégager les avantages et inconvénients de la méthode

développée. Enfin, les conclusions mettront en évidence les perspectives de recherche.
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Il. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I1.1Organisation du génome humain

Le génome humain est constitué de deux génomes distincts comme I'illustre la figure 1

-Le génome nucléaire (ADNN) situé dans le noyau des cellules sous forme de chromosomes
(22 paiwres d’autosomes et 1 paire de chromosomes sexuels, XX chez la femme et XY chez

I’homme), il est hérit¢ des deux parents.

-le génome mitochondrial (ADNmt) localis¢é dans les mitochondries, d’origine maternelle, il

est transmis par les mitochondries présentes dans les ovocytes (Lander et al., 2001 ; Buitler,
2005).

Ces deux génomes ont de nombreuses caractéristigues qui les différencient et qui sont

~

énumérées dans le tableau |

/ [ Génome Humain

23 paires de chromosomes + ADNmt

Localisés dans le noyau ]

Autosomes copies Localisé dans la
g par cellule mitochondrie
2 3 4

/
ADNmt
16,569 pb

5 6 7 8 9 10 14 12

EEEB%?

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

ADN nucléaire [ 100 Copies }
3.3 milliars pb environ environ

—/

O

ADN
Mitochondrial

3

B X

-<

N

Figure 1: Organisation du génome humain (Butler, 2005)
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Tableau I : Quelquesdifférences fondamentates entre '’ADNmt et I'ADNnN

Caractéristiques

génome nucléaire

Génome mitochondrial

Nombre de molécules

Lots de 23 chromosomes dans les
cellules haploides et 46 dans les

Molécule circulaire en plusieurs
milliers d'exemplaires par

Densité génétique

d'ADN _ _
cellules diploides cellule (polyploidie)
Quantité absolue par i
cellule 5-6 pg 0.045 pg
Nombre de génes ~30000 37 (13 protéines -22 ARNt -2 RNr)
Taille ~33x 10° pb 16569 pb
Pourcentage d ADN R _
codant 3% 93%
~ 1 par 40 000 pb 1 par 450 pb

Transmission entre

Code génétique

i Biparental Uniparental « maternelle »
génération

Introns trouves dans la plupart des genes Absent

L Etroitement controlé . .
Transmission lors des (lot de t:i?rt(;am;sc;[rﬁgs tst?igfement Controlée de facon lache

divisions cellulaires . X hétéroplasmie
identique pour chaque cellule fille)
Universel Spécifique

I1.2 Le génome nucléaire

(Butler, 2011)

Dans le noyau, le génome humain est constitu¢é d’environ 3,3 milliards de paires de

nucléotides. Cependant, le nombre de genes semble étre estimé a seulement 30000, le reste du

génome est constitu¢ d’introns, de portions de génes non codantes et d’ADN inter génique

(Venter etal., 2001).
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11.2.1 Distribution et typologie des génes

Les genes cellulaires sont des séquences d'ADN localisées de fagon précise sur un
chromosome. Leur message est a lorigine de lexpression du phénotype cellulaire, ils codent
pour environ 30000 protéines et leur taille peut varier de 1Kb a 2Mb (Venter et al,. 2001).

La fraction du génome nucléaire occupé par les génes est relativement faible, estimé a
25% (les pseudo-génes sont inclus) et répartis dans la majorité du génome, dont 3 %
seulement codent pour des protéines. Les genes sont transcrits en ARN, soit codants (ARNmM
traduits en protéines) soit non codant et non traduits (ARNr, ARNt). Selon leur typologie les
genes sont fréquemment morcelés en exons et introns ou tres rarement en monoblocs tel que
le géne de I'Histone H4. lls peuvent étre uniques ou répétés, chevauchants ou nichés (Gibson
et Muse, 2004 ; Bergman, 2013).

2504
S% 75%

Fraction genes et
séquences
associées

Fraction sans génes

Séquences codantes Séquences non , . . :
et tranSCriteS — codantes non SequenCES repetees Seql_jences
transcrites uniques
0, 0, 0,
3% 23% 55% 20%

Figure 2 : fraction du génome nucléaire occupé par les genes

11.2.2  ADN Intergénique

Aussi appelé ADN junk ou «poubelle », il constitue les régions majoritaires dans le
génome, composé de segments de longueurs trés diverses (de quelques nucléotides a quelques
milliers).

L’ADN Intergénique constitue 75 % du génome humain (alors qu'il est minoritaire chez
les eucaryotes inférieurs). Il aurait probablement un réle important dans les modifications du

génome humain en termes de variation, et d’évolution (Bergman, 2001).

11.2.3  Séquences unigues

Elle représente 20% du génome, ce sont des séquences non codantes trés conservées,
réparties sur tout le génome. Le taux de conservation chez les mammiferes est trés éleve
(96 %). Elles sont souvent situées pres des régions régulatrices de géenes des fonctions
essentielles de la cellule (génes du développement, ARNTr...) (Richard et al., 2008)


https://www.google.dz/search?sa=N&rlz=1C1CHMZ_frFR365FR414&biw=1280&bih=866&tbm=bks&q=inauthor:%22Greg+Gibson%22&ved=0ahUKEwiRj6e26JzbAhUI0RQKHURmB9I4ChD0CAg7MAg
https://www.google.dz/search?sa=N&rlz=1C1CHMZ_frFR365FR414&biw=1280&bih=866&tbm=bks&q=inauthor:%22Spencer+V.+Muse%22&ved=0ahUKEwiRj6e26JzbAhUI0RQKHURmB9I4ChD0CAg8MAg
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11.2.4 Répartition séquences répétées

Il'y a deux groupes de séquences répétéees : 55% i
IADN répété dispersé et I'ADN répété en 45% 10%
tandem, comme le montre la figure 3, les | Séquences dispersés || F-*=m=ﬂ"m|
séquences répétées dispersées représentent 45% Rétroposants [!mwum ”
du génome, composées d’ADN moyennement | T JLsow J[om |

répétitif. Elles dérivent d'éléments mobiles du _ N ) o
Figure 3: Composition des séquences répétitives

genome (constitué de 3% de transposant et 42% du génome humain (Armour et al., 1989)

de retroposant), capables de se deplacer d'une SINE :(Short Interspersed Nucleotide Elements) Courtes

, . 1 L1z . séquences nucléotidiques répétées dispersées
region a Pautre. On les appelle eléments mobiles LINE :(Long Interspersed Nucleotide Elements) Longues
seauences nucléotidiaues rénétées disnersées
LTR :(lona terminal repeat sequence) séquence terminale
longue répétée

ou transposables, ou encore geénes sauteurs

« jumping genes » (Pray, 2008).

11.2.5  Ségquences en tandem (ADN hautement répétitif)

Elles représentent 10% du génome. Ce sont des séquences hautement répétées de
quelques bases a quelques centaines de bases qui se suivent en tandem, elles sont dispersées
dans le génome humain (en particulier au niveau de [I'hétérochromatine), mais localisées
toujours aux mémes endroits du génome. Un polymorphisme de répétition est créé par des
séquences courtes (dites séquences noyau ou motif de base), répétées de maniere juxtaposée.
Selon la structure et le nombre de répetitions du motif de base formant le polymorphisme, on
distingue les minisatellites et les microsatellites (Coquoz et Taroni, 2006; Doutremepuich,
2012).

a- Minisatellites

Le motif de base de ces marqueurs, également appelés VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats) compte entre 9 et 100 pb. Il est réitéré entre deux et quelques centaines de
fois a chaque locus, générant ainsi des fragments dont la longueur peut étre de quelques
centaines a quelques milliers de pb. Les minisatellites se trouvent plus fréquemment dans les
régions subtélomeriques des chromosomes, ils sont & la base des premieres empreintes
génétiques (Jeffreys et al., 1985 ; Vergnaud et Denoeud, 2000 ; Kelkar et al.,2011).

b- Micro-satellites ou STR (Short Tandem Repeats)

lIs sont constitués de 1 a 8 nucléotides répétes 5 a 50 fois, répétés un grand nombre de
fois dans tout le génome (toutes les 25 & 100 kb), utilisés comme marqueurs génétiques pour

I’établissement de profils génétiques. Ces profils génétiques présentent un fort pouvoir
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https://www.google.dz/search?biw=1280&bih=909&tbm=bks&q=inauthor:%22Rapha%C3%ABl+Coquoz%22&sa=X&ved=0ahUKEwin5ZHl9MHaAhVJshQKHbBxCgQQ9AgIKjAA
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discriminatoire avec une probabilit¢ inférieure @ 10° pour que deux personnes prises au

hasard partagent les mémes alleles (Verstrepen et al., 2005 ; Butler et Hill, 2012).

I1.3Mitochondrie et génome mitochondrial

11.3.1  Description et fonctions de la mitochondrie

Les mitochondries sont des organelles cytoplasmiques d’une longueur d’environ 1 a
2um. Leur nombre est variable en fonction du type cellulaire, de quelques dizaines a quelques
milliers, leur morphologie et leur localisation intracellulaire different également selon les
tissus, leur demi-vie est de l'ordre de 6 a 10 jours suivant les cellules (Friedman et Nunnari,
2014). Elles dériveraient de I’endosymbiose d’une cellule eucaryote primitive qui aurait
intégré une bactérie il y a environ 1,5 a 2 milliards d’années, lorsque I'atmosphére primitive
s’est enrichie en dioxygene. Une étude phylogénétique indique que le plus proche parent de
cette bactérie primitive connu actuellment est Rickettsia prowazekii, un parasite
intracellulaire obligatoire. Au cours de I’évolution, la majorité des genes de I’endosymbionte
originel auraient été perdus ou bien transférés vers le noyau de la cellule eucaryote hote.
Cependant un petit nombre de genes sont restés et ont donné lieu a la présence actuelle de

mitochondries dans nos cellules (Lazcano et Peretd, 2017).

La membrane interne (MI) des mitochondries délimite une matrice, qui contient
notamment les ribosomes mitochondriaux, des granules de phosphate de calcium, et I'ADN
mitochondrial (ADNmt). La (MI) se replie vers I'intéricur de la mitochondric en formant des
crétes mitochondriales, appelées également cristae, augmentant ainsi sa surface totale. Au
niveau des crétes se concentrent un grand nombre de protéines membranaires (Friedman et
Nunnari, 2014).

Matrice
mitochondriale

Espace
intermembranaire

Membrane externe
mitochondriale

Membrane interne
mitochondriale

Crétes
mitochondriales

Figure 4 : Structure mitochondriale [(a) microscopie électronique a transmission (b) représentation
schématique d 'une mitochondrie] (d'apres Goiran, 2016)
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e Fonctions de la mitochondrie

Elle est le siege des réactions du catabolisme des acides amines et du cycle de Krebs, de
I'oxydation des acides gras et de la phosphorylation oxydative. Elle assure la phosphorylation

oxydative et la production de I’énergic (Webster, 2012).

La mitochondrie a également pour fonction de participer a la synthése des hormones
stéroides générées a partir du cholestérol, par I'mtermédiaire du cytochrome P450. D’autre
part, avec le réticulum endoplasmique, la mitochondrie est le principal réservoir cellulaire de
calcium, elle est impliquée dans la régulation de sa concentration dans le cytoplasme (Rasola
et Bernardi, 2011).

Enfin, la mitochondrie est impliguée dans le processus de la mort cellulaire
programmée, I'apoptose, par I'activation de divers mécanismes, notamment en cas de stress

cellulaire ou de hausse de la concentration de Ca * (Gilkersonet al., 2014)

11.3.2  Génome mitochondrial

11.3.2.1 Découverte et Séquencage du génome mitochondrial
La découverte de TADNmt date de 1963 par Nass et Nass, (Nass et Nass, 1963).
Depuis, les études s’intéressant a cette molécule se sont multipliées marquant ainsi le début de
I'ére de la génomique mitochondriale (Nicholls et Minczuk, 2014). La séquence du génome
mitochondrial a été publiée en 1981 par (Anderson et al., 1981), sous le nom de Cambridge
Reference Sequence, (CRS) appelée aussi séquence d’"Anderson”, le séquencage a éeté réalisé

a partir de cellules placentaires d’un individu européen (Salas, 2012).

Avec une longueur totale de 16569 paires de bases, la séquence (CRS) a servi de
référence pour la communauté scientifigue. En 1999, une version révisée de la séquence
CRS, appelée rCRS pour revised Cambridge Reference Sequence a été publiée a la suite de
I’identification d’erreurs au niveau de 10 positions (3423T, 4985A, 9559C, 11335C, 13702C,
14199T, 14272C, 14365C, 14368C et 14766C) (Andrews et al., 1999).

La nouvelle analyse a révélé aussi que cette séquence se compose de seulement 16568
pb , en effet la base a la position nucléotidique 3107 a été signalé par erreur dans la CRS et au
lieu de redéfinir toutes les positions nucléotidiques en aval de cette position, elle est indiquée

dans la rCRS comme une délétion (souvent indiqué par N) (Bandelt et al., 2012) .

La rCRS sert désormais de sequence de référence a laquelle est comparée toute
nouvelle séquence d'ADNmt (Andrews et al., 1999) . Elle est entierement disponible sur le

site web de MITOMAP, qui est une base de données du génome mitochondrial humain

7
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(http/Amww.mitomap.org). La figure 5 montre les positions nucléotidiques différentes entre la

CRS et la rCRS (Bandelt et al., 2012).

MITOMAP: human mitochondrial genome database. http://www .mitomap.org

16569 1
N\
e 14766C
14368C

16024 CR 576 14365C 3107de
14272C siabia

14199T

13702C
4985A

11335C

9559C
rCRS

CRS : Squence de référence de Cambridge originale
GenBank: M63933
(Anderson et al.,1981)

rCRS : Séquence de référence de Cambridge révisée
GenBank: NC001807 (mitomap)
(Andrews et al.,1999)

Figure 5 : Séquence de Référence de Cambridge original CRS et révisée rCRS (Bandelt et al., 2012)

11.3.2.3 Organisation du Génome mitochondrial

Le ¢génome mitochondrial ou PADNmMt est localisé au niveau de la matrice
mitochondriale et fait partie de structures nucléoprotéiques associées a la membrane interne
mitochondriale, appelées nucléoides (Spelbrink et al, 2010) ; Prachai et al, 2016) il est
circulaire, double brin. Le brin H (Heavy) dit brin lourd, riche en bases G (guanine) et le brin
L (Light) dit brin léger riche en bases C (cytosine), ayant une longueur d’environ 16569
paires de bases). Il est particuliérement abondant, puisqu’il peut représenter jusqu’a 1% de
I’ADN cellulaire total (environ 5000 copies d’ADN mt, soit 10 exemplaires d’ADNmt par
mitochondrie environ), selon le type cellulaire, ces chiffres peuvent varier de facon
extrémement importante. Ainsi dans la lignée germinale, lovocyte mature contiendrait
jusqu’a 500 000 copies d’ADNmt alors que le spermatozoide en contiendrait seulement 10
(Kéfi-Ben Atig et al., 2009).

L’ADNmt humain code pour I3 protéines, toutes des sous-unites de la chaine
respiratoire, 2 ARN ribosorniques (ARNr) et 22 ARN de transfert (ARNt), schématisée dans
la Figure 6, la séquence de ce génome montre une extréme économie dans lorganisation des
parties codantes, car il n'existe pas ou tres peu de bases non codantes séparant deux genes
adjacents (Ojala et al., 1981). Le brin lourd code pour 15 ARNt, les 2 ARNr et 12 protéines,

tandis que le brin léger code pour 7 ARNt et une protéine. Il existe également deux régions

8
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non codantes, l'origine de réplication du brin leger (OL) et la région régulatrice ou de contrble
appelée D-loop (Displacement Loop), elle est trés variable en séquence et contient I’origine
de réplication du brin lourd (OH) et trois promoteurs de transcription dont deux pour le brin H
et un pour le brin L (Anderson et al., 1981 ; Andrews et al.,1999)

Figure 6 : Organisation de ’ADNmt humain (d'apres Taylor et Turnbull, 2005)

- Le brin lourd (H) représenté par le cercle extérieur, 1e brin léger (L) par le cercle intérieur

- Génes de la chaine respiratoire ND (ND1-2-3-4-41-5-6) - Cyt b- CO (COI-11-111)

- Les ARNt Ala, Asn, Asp, Arg, Cys, F-met, GIn, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Phe, Pro, Ser, Thr,
Trp, Tyr, Val.

- Geénes des ARNr 12S et 16S.

- Origine de réplication OH (brin lourd) OL (brin léger).

= Région de controle «D-Loop »

Le seul segment non-codant de 'ADNmt est la boucle de déplacement appelé aussi
région de contrble «RC », ayant une fonction de régulation, elle contient Torigine de
réplication du brin lourd H (OH), les sites de régulation pour la transcription du brin L et H. Il
s’agit d’une séquence de 1122 pb, située entre les genes tRNAPro et tRNAPhe a la position
16024 et 576 (Andersson et al., 1981 ; Andrews et al.,1999)

Cette région « D-loop », représentée schématiquement dans la figure 8, présente un

degré de variation relativement important ou la plus part des polymorphismes sont inclus dans
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deux séquences Hyper-Variables HV1 et HV2, montrant donc un grand polymorphisme entre

individus, d’ou leur intérét en sciences forensiques.
e La région hyprrvariable HV1 : de la position 16024 a 16365 et d’une taille de 342pb
e La région hyprrvariable HV2 : de la position 73 a 340 et d’une taille de 268pb

Il existe également une troisieme région hyprrvariable HV3 et deux regions variables
VR1 et VR2 qui peuvent étre aussi informatives (Butler, 2005; coble et al., 2006).

16024 16365 73 340 576

438 574
1

tRNAP© VR RS (RNAP™

342pb  275pb  268pb 137pb

Figure 7 : Schéma représentatif de la Region de contrdle « D-Loop » (Coble et al.,2006)

11.3.3  Particularités génétiques de PADNmt

Le génome mitochondrial posséde plusieurs particularités. Son code génétique est
legérement different de celui de T'ADN nucléaire dit “universel”. Quatre codons sont
concernés, (UGA, AUA, AGA, AGG: respectivement STOP, lle, Arg, Arg dans le code
universel, et Trp, Met, STOP, STOP dans la mitochondrie. Une autre caractéristique est
I'absence d’introns, en effet les genes se trouvent contigus et parfois méme chevauchants

(Taanman, 1999 ; Kefi-Ben Atig et al., 2009).

11.3.3.1 La réplication et la transcription

=  Transcription de I’ADNmt

L’ARN polymérase qui transcrit ADNmt est codé par 'ADNn. Les deux brins de
I’ADN mitochondrial sont transcrits sous forme polycistronique. Leurs promoteurs respectifs,
orientés en sens inverse, sont situes dans la D-Loop. Ils sont séparés par environ 150 pb et
fonctionnent de maniére indépendante. Le brin lourd possede deux sites d’mitiation de la
transcription : un site principal HSP1 et un site mineur HSP2, localisé a 77 pb en aval a
Iextrémit¢ 3’ du gene de 'ARNt Phe. Le brin léger posséde un seul départ de transcription
localise au niveau du promoteur LSP. Les deux brins sont transcrits intégralement, les longs
transcrits primaires subissent une maturation en ARNm, ARNr et ARNL, ils sont ensuite clivés
en ARNSs individuels pour chaque gene (Clayton, 2003; Sohm, 2003).
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Figure 8 : Carte transcriptionelle simplifiée du génome mitochondrial humain
(King et Attaardi, 1993).

Trois transcrits sont synthétisés respectivement a partir des deux promoteurs de
transcription du brin lourd HSP1 et HSP2; et du promoteur de transcription du brin

léger LSP.

=  Réplication de I’ADNmt

Le cycle de la réplication de 'ADNmt est illustré dans la figure 9. Il débute par la
synthése du brin H au niveau son origine de réplication spécifique (OH). Cette synthése
necessite une amorce ARN, qui est transcrite a partir du (LSP), promoteur transcriptionnel du
brin léger. L’amorce est ensuite coupée par la ribonucléase MRP (Mitochondrial RNA-
Processing enzyme) puis allongée par I’ADN polymerase y (polymérase spécifique de la
mitochondrie). Cette  copie du brin H (ARN-ADN) d’environ 680 nucleotides appelee
ADN 7S, hybridée a sa matrice forme une structure en triple brin sous forme d’une boucle de
déplacement d’ou Tappellation «D-Loop » (Displacement Loop). Une initiation de la

synthese du brin H permet I'élongation de la D-Loop et la réplication totale du brin H.
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La synthése du brin L débute a l'origine de réplication OL seulement lorsque cette région est
rendue simple brin par la progression de la polymérase synthétisant 1e brin H (Nicholls et
Minczuk, 2014 ; Berg Alonso, 2016).

Hybridation de PADN 7S au brin
D-Loopentriple brins =g OH H au niveau du promoteur LSP
T

S0 \//\ﬂ’ o
,’ N o

Initiation de la synthese du brin H

\
I tf \

{

1 ! [ \ \

l.|‘ "I,u'] \ |ll ‘|| .. ULAV/I
A

N O
\ N \\ / /&\ :
\ ’/."/-\'. “"""| [ -'/ \ " /
N l./rl.‘ "l I;:.I & l. I. ‘| | |‘ «
0|>\ \\f// ,,f}.' 5 j\v 4

Initiation de la synthese du brin L

Figure 9 : Cycle de réplication simplifié de I’ ADNmt (d aprés Brown et al., 2005)

11.3.3.2 Mode de transmission matrilinéaire de I’ ADNmt

La transmission de PADNmt s’effectue uniquement par la lignée maternelle. Ceci est di
au fait que lors de la fécondation, le capital mitochondrial de I'ceuf fécondé provient pour
I'essenticl du gaméte femelle, dont le cytoplasme comporte bien davantage de mitochondries
qgue le gaméte male, qui recrute en quelques minutes des autophagosomes qui dégradent les
mitochondries présentes avec leur ADN mitochondrial. De plus, des chercheurs ont identifié
un gene, appelé cps-6 qui code pour une endonucléase, qui semble étre responsable de
I'intiation du processus de détérioration dans les mitochondries paternelles (Wallace, 2007 ;
Sato et Sato, 2013 ; Zhou et al., 2016).
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Figure 10 : Transmission de
l’information génétique

(a)

(a) Transmission partiel de
linformation génétique au
niveau des chromosomes
autosomiques a travers les
générations.

(b) Transmission totale de

203 e
I l'information génétique contenue
' au niveau du chromosome Y (de
(b) pere en fils) etde ’ADN

mitochondrial (de mére a enfant)

(Butler, 2005)
Y Chromosome ADN mitochondrial

11.3.3.3 Taux de mutation de ’ADNmt

L’ADNmt présente un taux moyen de mutation de 10 a 17 fois supérieur a celui de
I’ADN nucléaire. Méme en excluant la D-Loop ce taux demeure élevé. En effet, en fonction
de type de mutation considéré, le taux de variation de TADNmt est de 0,017 mutation par Site
et par million d’années (Ma). L’évolution rapide de 'ADNmt est due d’une part, a I'absence
de protéines protectrices (les histones), au manque de fidélit¢ de la réplication et a Ila
défaillance du systeme de réparation des erreurs commises par I'ADN polymérase
mitochondriale. D’autre part, la proximit¢ de la chaine respiratoire qui génére des quantités
importantes d’espéces oxygénées réactives (ROS : Reactive Oxygen Species), expose le
génome mitochondrial & des dommages oxydatifs. Ce risque est d’autant plus important lors
de la réplication car 'ADN mitochondrial reste longtemps exposé sous forme simple brin, ce
qui le rend particulierement sensible aux attaques radicalaire (Liu et al., 2003 ; Kefi-Ben Atig
et al.,2009 ).

Les mutations ne sont pas uniformément réparties sur I'ensemble du génome
mitochondrial, elles s’accumulent, préférentiellement, au niveau de la  D-Loop.
L’hétérogénéité de la vitesse de mutation au sein de la D-Loop est due a la présence de sites
appelés « points chauds » pour lesquelles les mutations sont tres fréquentes. De méme, les
taux de mutations de la D-Loop varient en fonction des méthodes statistiques et

phylogénétiques utilisées (Taylor et Turnbull, 2005).
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1.4 ADNmt et Polymorphisme génétique

Le polymorphisme génétique est la coexistence de plusieurs alleles pour un gene ou
un locus donné, dans une population. Il concerne aussi bien le génome nucléaire que le
génome mitochondrial et touche de méme la fraction codante et non codante de I’ADN.
On rencontre donc des variations au niveau de 'ADNmMt, de génes nucléaires, de sequences

non codantes répétées ou dispersées, d’autosomes, du chromosome X, du chromosome Y, etc.

Dans le domaine forensique, trois types de polymorphismes génétiques sont
analysé (i) le polymorphisme des microsatellites ou STR (Short Tandem Repeat), (i) le
polymorphisme  ponctuel de séquence SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (ii) du
chromosome Y, et (iii) celui de I’ADNmt. Le polymorphisme génétique au niveau du
Chromosome Y et de I’ADN mitochondrial sont considérés comme des marqueurs

haplotypiques ou uni-parentaux (Gill et al.,1985; Jeffreys et al.,1985).

Le polymorphisme génétique est la conséquence directe de changements survenus dans
la séquence de T'’ADN. Ces modifications peuvent étre causées par divers mécanismes
tels que les mutations ponctuelles (transitions, transversions, insertions et délétions) ou les

transpositions d’un segment de TADN (Kefi-Ben Atig et al., 2009)

Les mutations ponctuelles sont la source prépondérante du polymorphisme. Elles
nintéressent qu'une  région  trées  limitée  du génome (quelques nucléotides). Les
modifications les plus simples correspondent au remplacement d'une base de I'ADN par
une autre (SNP, Single Nucleotide Polymorphism).Ces remplacements sont soit des
transitions (substitution d'une base purique par une base purique (A«>G) ou d'une base
pyrimidique par une base pyrimidique (C<—T)), soit des transversions (substitution d'une
base purique par une base pyrimidique et réciproquement (A, G <« C,T)). Les autres
mutations ponctuelles correspondent a I'insertion ou la délétion d’une base (Runa et Walsh,
2006 ; Razafindrazaka, 2010)

Lorsqu’elles se produisent a proximit¢ ou dans les genes eux-.mémes, les mutations
modifient le cadre de lecture de ces génes, ce qui peut altérer (ou non) Ila transcription et
la traduction de [I'information génétique. Par contre, lorsque les mutations surviennent dans
I’ADN non codant, elles ne sont pas soumises a une quelconque pression de sélection et
peuvent s’accumuler dans le génome de génération en genération. Ces caractéristiques
permettent d’expliquer que les régions non codantes de '’ADN présentent des variations
importantes d’un individu a l'autre. C’est le cas de deux régions hypervarriables de la région

D-Loop de TADNmt (Budowle et al., 2003)
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La trés grande variabilité des ces deux regions a notamment permis un usage en
identification individuelle puisquil est possible d'exclure un lien de parenté par lignée
maternelle entre deux individus avec une probabilité de succés de plus de 99%. Inversement,
si le méme haplotype mitohondrial est observé entre plusieurs individus de populations
différentes, il est donc probable que ces deux populations aient été liees par le passé ou que le
haplotype mitohondrial en question ait été introduit d'une population a l'autre (Budowle et al.,
2003 ; Kefi-Ben Atig et al., 2009)

11.4.1 L ’ADNmt et ’hétéroplasmie

Un individu peut avoir au sein de certaines cellules d’un de ses organes des
mitochondries ayant un génome mitochondrial différent de celui porté par la majorité de ses
mitochondries. Cet état est appelé hétéroplasmie. C’est la conséquence de I'apparition d’une
mutation au sein du génome mitochondrial, qui est propagée lors de la fission des
mitochondries a plusieurs, voir de nombreuses copies de la mitochondrie dans laquelle la
mutation est initialement apparue (Lagerstrom-Fermér et al., 2001 Friedman et Nunnari,
2014).

Cet état hétéroplasmique est généralement perpétué lors de la division cellulaire, en
fonction de la répartition des mitochondries de la cellule en division entres ses deux cellules
filles. L’hétéroplasmie peut alors atteindre une fréquence importante au sein d’un organe
donné. L’hétéroplasmie peut également étre héritée si 'ovocyte fécondé lors de la conception
était également hétéroplasmique (Wallace et Chalkia, 2013; Ladoukakis et Zouros 2017). La
figurell décrit la répartition aléatoire lors des divisions cellulaires dans les cellules filles, des

mitochondries ayant des formes d’ADNmt normales ou mutées.

Lors des divisions cellulaires, les

| mitochondries se répartissent au

) o l hasard dans les cellules filles. Le

: =) génotype mitochondrial évolue donc
: </ "bg) [ ) au cours de ces divisions, pouvant

® @ @ @ étre normal ou enrichi en formes

i I mutées.
HOMOPLASMIE HETEROPLASMIE HOMOPLASMIE

Figure 11 : Ségrégation mitotique et hétéroplasmie (Cassereau et Codron, 2016)
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Les méthodes d’analyse ne permettent pas de séparer les deux types d’ADN
mitochondriaux (mutés et non mutés) présents dans la cellule. Lors de la révélation, les deux
séquences des deux ADN mitochondriaux vont se superposer, le chromatogramme va
présenter une hétéroplasmie. Il existe deux types d’hétéroplasmie, celles induisant une
variation de sequence (hétéroplasmie ponctuelle) et celles induisant une variation de longueur
(hétéroplasmie de taille) (Michikawa et al., 1999 ; Theves et al., 2006).

a- Hétéroplasmie ponctuelle

Il ya une transversion ou une transition sur I'un des deux brins d’ADN, qui apparait
sous forme d’une superposition de deux bases sur le chromatogramme a une méme position.
La présence d’une hétéroplasmie ponctuelle va augmenter le pouvoir discriminant de

analyse de ’ADNmt (Ivanov et al., 1996 ; Li etal., 2010).

Molécules sans délétion et avec délétion Molécules avec transition et délétion
rCRS 152 (CRS 152
..®0009090.... ... 000090...
152 152
. ®e0N0.... .. ®@0@N0....
..®® 00, ... ®® 0.
Mélange de T152 et T152 DEL Mélange de 152 Cet T152 DEL

Figure 12 : Exemples d’hétéroplasmie de séquence ou ponctuelle (parsonetal.,2014)

b-Hétéroplasmie de taille

Ce type d’hétéroplasmie est fréquemment observé au niveau des régions hypervariables de la
région de contrdle de I'ADNmt HVI, HV2 et HV3 qui contiennent des segments de
séquences qui sont homopolymériques (par exemple une région homopolymérique, poly C
dans HVI, qui commence au nucléotide numéro 16184. Quand une transition en position
16189 (T>C) est observée, une hétéroplasmie souvent apparait (Wilson et al., 2002 ; Berger et
al.,2011)
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HV1:16183-16193

| TR ! Bl 16358 ] | HV2 E|

rCRS ACCCCCTCCCCATG

16189C ACCCCCCCCCCATG

[AACCCART COACAT CAAAACCCCCCCECECTITITTCAAAGEALGHCCEY

16183C
|
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Figure 13 : Exemple d hétéroplasmie de taille (Bergeretal., 2011)

11.4.2  Les recommandations sur 'analyse de TADNmt et la nomenclature

La séquence d’"Anderson" ou rCRS est utilisée comme étalon pour la comparaison avec
les séquences de IADN mitochondrial déterminé sur du matériel biologique analysé. Plut6t
que de faire mention sur le résultat obtenu pour une séquence déterminée compléte, on note
uniguement les positions dans la séquence ou une différence avec la séquence "d'Anderson” a
été relevée, toutes les autres positions de la sequence sont considérées comme étant les
mémes que la rCRS (Wilson et al., 1995; Bér et al.,2000 ; Bandelt et al.,2014 )

Nommer les séquences d'ADNmt en se référant & une séquence standard fournit un
langage et un outil facile pour décrire la variation observée dans les populations humaines.
Ainsi des lignes directives sur la nomenclature sont décrites et doivent étre utilisées par toute

la communauté forensique (Budowle et al., 2003 ; Parson et al., 2014).

Pour les substitutions, par exemple, sur le site 73 la séquence d'Anderson a un A,
cependant, une grande partie de la population a ce site est décrite comme 73G. La notation est
differente pour les mutations de type INDEL produites par des insertions de bases ou au
contraire par la suppression ou délétion de bases. Comme leur nom l'indique les msertions
sont des mutations introduites par I’apparition d’une base supplémentaire aprés un locus
donné. Ainsi I'expression 239.1C dans T'exemple de la figure 15 signifie qu’une base

supplémentaire cytosine (C) a été trouvée jute apres la position 239.

Les suppressions de bases constituent une autre forme de mutation. La notation
employée pour indiquer cette délétion est exprimée par la position du locus ou la suppression
s’est produite, suivie par le signe moins ou par les trois lettres DEL. Ainsi 249- ou 249DEL

indique la délétion d’une base qui, selon le mod¢le de référence, aurait di se trouver au locus
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249. Si une ambiguité dans la lecture est observée sur n'importe quel site, le numero de base
du site est cité suivi d'un "N" par exemple sur le site 16125N. La figure 14 décrit quelques
mutations de I'ADNmt et leur nomenclature selon les recommandations de «IUPAC »
(International Union of Pure and Applied Chemistry) et « IFSG » (International Society for
Forensic Genetics) (Doutremepuich, 2003 ; Parson et al., 2014).

Insertions Déétions INDEL

Substitution
Un sed suclaonde SRRV A.—.

a5 m Planwmary mackiondes N -v‘. .
D096 n

PR v LGGR00 .

ISFG 2 IUPAC v a - v

7 hes C — T
Q0980 i
i GGRGo
ﬁ ﬁ Iransitions
ﬁ Transversions J N —

= el

Figure 14 : Exemples de mutation de I’ADN mitochondrial et leurs nomenclatures selon les
recommandations d’'[UPAC et IFSG (Budowle et al.,2003)

Des symboles sont utilisés pour exprimer I'hétéroplasmie, a titre d’exemple, Ila
présence d’une hétéroplasmic a la position 73 d’un mitotype d’une personne donnée (en se
référant au Tableau 1) pourra dans les résultats étre exprimée G73R, la lettre R représente
les bases A ou G, ce qui signifie que certaines mitochondries sont 73 A alors que d’autres sont
73 G, ce qui représente la condition normale. D’autres possibilités hétéroplasmiques sont

présentées dans le tableau I1.

Tableau Il : Liste des symboles utilisés pour dénoter la présence d hétéroplasmie dans [’ADNmt

symbole signification symbole signification symbole signification
U U (uracile) H AouCouT Y CouT
M AouC D AouGouT K GouT
R AouG N GouAouTouC \Y AouCouG
W AouT S CouG B CouGouT

[1.5 Evolution du génome mitochondrial et notion d’haplotypes et
d’haplogroupes
Les études des mutations de 'ADNmt de diverses populations humaines mondiales ont

permis de mettre en évidence differents haplotypes qui ont été regroupés, d’apres leurs
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relations  phylogénéetiques, en haplogroupes. Ces haplogroupes mitochondriaux  sont
répartis en différentes familles tres fréquentes dans certaines régions géographiques
voire ~ méme  dans certaines populations. On distingue aujourd’hui divers ensembles
d’haplogroupes rencontrées a des fréquences élevées en Afrique, en Europe, en Asie, dans
certaines iles du Pacifique et en Amérique (Yacoubi Loueslati et al., 1998; Bekada, 2015).Un
arbre phylogénétique simplifié des relations de parente entre les divers haplogroupes
mitochondriaux est présenté dans la figure 15 .

Slmpllﬁed mtDNA lineages =

\_’)v

Figure 15: Distribution simplifiée de differentss haplogroupes de I’ADNmt
(www.mitomap.org, 2012)

Cc

Naturellement, des haplogroupes communément observés dans une région donnée sont
aussi retrouvés ailleurs (mais a des fréquences plus basses), en raison des mouvements
migratoires de populations. Une carte géographique de la répartition des haplogroupes de

I’ADNmt est présentée dans la figure 16.

Les lignées A, B, C et D sont fréquentes en Amérique et a I'Est de I'Asie. Les
populations européennes ont des fréquences é€levées d’haplogroupes H, HV, I, J, K, T, U, V,
W et X. Les lignées frequentes au Proche-Orient, au sud de I’Asie et en Océanie sont M et N
(lignées ancestrales), E, F, G, P, Q, R, Y et Z (Umetsua et Yuasab, 2005; Coudray et
al,.2009). La lignée U6 est uniquement détectée dans les populations nord-africaines (Kéfi-
Ben Atig et al., 2009 ; Aboukhalid, 2012 ; Bekada, 20015 ; Saoudi, 2016). Enfin, les régions
sub-sahariennes présentent un pourcentage €levé d’haplogroupes de la famille L. (Ingman et
al.,2000 ; Kivisild , 2015).
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1.6 Applications de I’ ADNmt

Les propriétés particulicres de TADNmt a savoir le taux élevé de mutation, 'absence de
recombinaison et la transmission maternelle, font de cette molécule un bon outil biologique
exploitable dans de nombreux champs disciplinaires tels que la biologie de I’évolution,
I'anthropologie génétique, lhistoire des maladies, la systématique, la phylogénie et les
sciences criminalistiques (Just et al., 2004) .

e En médecine @énétique, le génome mitochondrial est analysé dans le cadre du
diagnostic ou de la recherche de variants de predisposition pour certaines pathologies,
telles que les cytopathies mitochondriales, les maladies neurologiques, les myopathies,

les ischémies cardiaques et cérébrales, les maladies métaboliques et les cancers.

e Le génome mitochondrial est également tres utiliseé a la fois comme support pour
étudier les flux de migrations humaines et comme concept d’étude de I'évolution des

génomes.

e En anthropologie moléculaire, la connaissance de la diversit¢ mitochondriale d’une
population permet de déterminer ses origines et de tracer les voies de migrations qui

ont été empruntées pour sa mise en place.

o En sciences criminalistiques, il est utilisé pour identifier les restes biologiques non
déterminés dans le cas des affaires criminelles et des catastrophes naturelles ou encore

pour établir des liens de parenté entre plusieurs individus.

(Budowle et al., 2003 ; Kéfi-Ben Atig et al., 2009)

I1.7 L’mntérét de I’ ADNmt en sciences criminalistiques

Le polmorphisme de ADNmt, sa trés grande résistance (due au fait a sa protection a
I'intérieur des mitochondries, le rendant ainsi moins sensible aux dégradations, contrairement
a ’ADNn), son nombre de copies par cellule qui est tres élevé par rapport a I’ADNn,
permettent  son utilisation privilégiée sur des traces anciennes et tres dégradées (Mansuet-
Lupo etal., 2007).

En effet du fait de sa plus grande sensibilité, I'analyse de TADNmt est tres utile lorsque
I'investigation de ’ADNn échoue & cause de la dégradation et la faible quantit¢ du matériel
biologique, ce qui est souvent le cas en forensique. Il est utiliseé régulierement sur les os, les
dents, les prélevements dégradés, voire putréfies ou les éléments pileux dépourvus du bulbe
(Bender et al., 2000 ; Adachi et al., 2004)

21



Etude bibliographique

Cependant, son hérédit¢ exclusivement maternelle s’avére problématique lorsqu’il s’agit
d’inclure un individu puisque toutes les personnes de la méme lignée maternelle (frére, sceur,
mere, grand-meére, cousin par la lignée maternelle...) possédent le méme ADNmt. L’ADNmt
ne permet pas d’inclure un individu comme I’ADNn peut le faire. Cette analyse doit étre
pratiguée en complément a des résultats de I'analyse des STR ou dans les cas de leur

absence. Toutefois, TADNmt permet d’exclure un individu (Asari etal., 2007)

Une fois que le mitotype est établi, il peut alors étre comparé aux mitotypes existants.
Pour déterminer la force du résultat, il est indispensable d’utiliser des bases de données telles
que «mitomap.org et EMPOP », qui permettent de connaitre les fréquences d’apparition du

mitotype observé ainsi que son appartenance a un haplogroupe.

Plusieurs laboratoires ont établi des bases de données, parmi elles celles regroupant des
séquences en provenance de différentes populations humaines et qui sont élaborées dans le
but d’augmenter le succés dans la résolution des affaires judiciaires, nous citons la banque de
donnée du FBI (Federal Bureau of Investigation-USA) (Monson et al., 2002) et la banque
EMPOP réalisee par Pinstitut de médecine légale d’Innsbruck en Autriche et I’AFDIL
(Armed Forces DNA Identification Laboratory-USA) (Parson et Dir, 2007). Le pouvoir de
discrimination sera plus important en fonction de la rareté du mitotype observé dan ces bases

de données.

D’autres laboratoires proposent I'analyse de certaines régions codantes de '’ADNmt
afin d’accroitre la discrimination entre les échantillons analysés (Budowle et al., 2003 ;
Nilsson et al., 2008) .

[1.8 Données bibliographiques sur I’analyse de I’ADNmt en Algérie

Trées peu d’analyses génétiques ont été effectuées dans la population algérienne
contrairement a celles de la Tunisie et du Maroc. Concernant les données bibliographiques sur
I'analyse de I'ADNmt dans la population algérienne, a notre connaissance, elle n’a été
effectuée que sur 85 individus de la population M’Zab de Ghardaia pour une premiere étude
(Corte Corte-Real et al., 1996) et la deuxiem sur 47Algériens dont les caractéristiques (le
dialecte parlé et la région d’échantillonnage) n’ont pas ét¢ définies par lauteur (Plaza et al.,
2003). En revanche deux autres études plus récentes, ont été réalisées, I'une comprenant 240
individus originaires du Nord-ouest Algérien (Bekada, 2015) et lautre constituée de 114
individus d’une population Berbére de I'Est Algérien «Chaouis de la ville de Khenchela »
(Saoudi, 2016).
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[1.9 Cas d’utilisation de I’ADNmt a des fins d’identification génétique

Lors d’événements tels que les accidents, les crashs d’avions, les attentats ou les
catastrophes naturelles de grande ampleur, les guerres et les génocides ou le nombre de
victimes est trés ¢élevé, I’ADN mitochondrial constitue, pour les enquéteurs, un ouitil
d'identification des personnes disparues. L’analyse de PADNmt s’est avérée trés utile aussi
en criminalistique, notamment quand I'investigaton de I'ADNn échoue & cause de la
dégradation et la faible quantité du matériel biologique, ce qui est le cas par exemple pour les
traces de contact, les ossements, les dents et les éléments pileux sans bulbe (Carey et Mitnik,
2002 ; Bhinu al., 2014).

Dans les années 1990, lanalyse de TADNmt a eté introduite dans les investigations pour
des cas ou les échantillons sont insatisfaisants pour I'analyse STR. Depuis 1993, le
laboratoire d'identification d’ADN des forces armées a Rockville, au Maryland (USA), utilise
ADNmt pour restituer les restes squelettiques des militaires morts a leurs familles (guerre du
Vietnam). L'identification des personnes disparues est donc facilitée par cette technologie
(Ginther et al., 1992; Holland et al.,1993)

De plus au cours des années 1990, les médecins legistes ont découvert que, bien que les
racines de cheveux humains et les fragments de cheveux naturellement dépourvus de racines
ne contiennent pas suffisamment d'ADNn pour le typage systématique des STR, ils
contiennent de 'ADNmt abondant. Aujourd'hui, la possibilité d'effectuer une analyse ADNmt
sur pratiguement tous les poils de la téte ou du corps est une technique supplémentaire dans
les investigations criminelles (Wilson et al., 1995; Vigilant,2008 ;Alvarez-Cubero et
al.,2012)

[1.10 Cas historiques de I'utilisation de I’analyse de I’ ADNmt

L’analyse de TADNmt a permis de résoudre quelques spectaculaires cas historiques,
ainsi qu’il était possible d'identifier de nombreux restes non déterminés, comme des victimes
de la guerre du Vietnam (Holland et al., 1993), des victimes d'affaires criminelles (Lutz et al.,
1996 ; Bender et al, 2000) ou des victimes de catastrophes naturelles comme le tsunami
(Deng et al., 2005). De méme, grice a I'analyse de TADNmt des énigmes de I'histoire ont pu
étre résolues, tels que I'identification des restes de la famille impériale Romanov, derniers
tsars de Russie disparus en 1918 lors de la révolution Bolchévik et découverts en 1991 (Gill et
al., 1994 ; Ivanov et al., 1996; Coble et al., 2009)

Plusieurs analyses de 'ADNmt se sont succédé, elles ont révélé une correspondance

exacte entre la tsarine présumée et ses trois enfants avec un parent maternel vivant. D’autre
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part la séquence de ADNmt extrait des restes du présume Tsar Nichoias Il (a), a montré la
présence d’une hétéroplasmie a la position 16169 dans la région de controle « D-Loop » avec
préedominance de la cytosine comme cela est illustré dans la figure 17. La séquence concorde
avec celle determiné a partir des os du grand-duc Georgij Romanov frére du présumé Tsar
Nichoias Il (exhumé) montrant la méme hétéroplasmie avec prédominance de la thymine,
ainsi qu’avec celle de la comtesse Xenia Cheremeteff-Sfiri, I'unique descendante directe par
lignée maternelle du Tsar Nichoias Il (vivante) mais homoplasmique pour la thymine (Ilvanov
etal, 1996 ).

A A A A A T c
a Tsar Nicholas |l
A A A A A T c
”\ b Georgij Romanov
A A A A A c c A A T c
—\ ¢ Xenia Cheremeteff-Sfiri
/ ~ \J/ \ \ L‘G‘og q

Figure 17 : Analyses de la séquence d’ADNmt de la famille du Tsar Nichoias Il Montrant
[’hétéroplasmie de séquence (lvanov et al., 1996)
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I1.11 Echantillons biologiques utilisés dans I’analyse de I ADNmt
Divers échantillons (sanguins, buccaux, traces de contacts, cheveux télogenes, poils

sans racines, ongles, tissus, restes cellulaires, os et des dents), liés a plusieurs cas (homicides,

agressions sexuelles, vols et identification de restes humains) peuvent constituer des sources

potentielles d’ADNmt, ils sont énumérés dans le tableau III .

Tableau Il : Quelques échantillons biologiques utilisés dans les analyses de 'ADNmt
Pieces a Conviction Endroit du Prélevement Source de T ADN
Batte de base Ball ou arme Poignée —extrémité Sueur- peau- sang-cellules
semblable épithéliales

Sueur- éléments pileux
Chapeau.-bandana-masque I'Intérieur pellicules
Sueur- sang- cellules
Ongles Raclures épithéliales
Marque de morsure Peau ou habits Cellules buccales
Sueur- éléments pileux -
Couverture — oreiller Superficie sperme, urine- salive
Préservatif utilisé Surface interne ou externe Cellules vaginales- rectales-
sperme
Bouteille-verre-canette Cotés - embouchure Salive - sueur
Cigarette utilisée Mégots de la cigarette Cellules buccales
Timbre ou enveloppe Secteur léché Cellules buccales
Effets vestimentaires Superficie Sang- sueur- sperme

Sang cadavérique-lambeau de

Restes cadavériques Prélevement autopsique chair- muscle- moelle
osseuse - dents - ossement

Restes cellulaires

(Melton et Nelson 2001; Just et al., 2004 ; Alvarez-Cubero et al.,2012 ; Nunn, 2013 ; Bus$
et Allen, 2016).
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I1l. MATERIEL ET METHODES

Cette présente expérimentation a été réalisee au niveau du Département d’Identification
Génétique du Laboratoire de la Police Scientifique d’Alger (LPS)

L’objectif de notre travail est de contribuer a la mise au pomt d’un protocole
d'identification humaine par analyse de 'ADNmt caractéristique de la filiation matrilinéaire.
Cette technique serait utile dans les cas des prélevements biologiques humains dégrades et des
prélevements capillaires dépourvus de bulbes ou lorsque TI'analyse par les marqueurs STR de

ADNN se révele impossible.

Concernant le choix des échantillons, notre étude porte sur trois types de prélevement,
le premier riche en ADNn (prélevements buccaux et sanguins), le second faible en ADNn
(restes musculaires) et le troisitme dépourvu d’ADNn (prélevements capillaires dépourvus de
bulbes).

Notre méthodologie s'appuie sur le séquencage ciblant les des deux régions
hypervariables HV1 et HV2 de la séquence D-Loop de ADNmt de tous ces échantillons

choisis en adoptant deux stratégies différentes utilisant au total six (06) paires d’amorces.
Trois scénarios ont fait 'objet de cette expérimentation :

1. Le premier: i s’agit de consolider la recherche du lien de maternité entre une
fille X et une mére présumée. Le pere presumé étant absent et le résultat
d’analyse des marqueurs STR de ADNn a montré que la fille partage la moitié
de ses allkles avec celui de la mere présumé a I'exception de deux marqueurs
parmi les seize (16) STR analysés et qu'on ne pouvait pas affirmer le lien de
maternité entre elles a cause de ces deux exclusions (puisque il peut s’agir aussi

de deux mutations).

2. Le deuxiéme : cas de [lidentification d’un individu a partir de ses restes
cadavériques ou les résultats de I'analyse des marqueurs STR de ADNnN étaient
partiels

3. Le troisieme : il s’agit d’un cas qui a été pris comme témoin constitué des
prélevements de tiges capillaires de deux personnes connues (une mére et de sa
fille). Ce cas nous permet de Vvérifier le succes du protocole suivi et la possibilité

de 'exploitation des échantillons dépourvus d’ADNn.

L’ensemble des étapes d’analyse de PADNmt est résumé dans le diagramme illustré dans la

Figure 18.
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Mise en tube et Extraction ’ADN

4

Quantification d’ADNn par Real time PCR

(=

Premiére PCR multiplex des deux régions cibles (HV1 et HV2)

&=

Purification des produits amplifiés a1’aide des enzymes

&=

Electrophorése sur gel d’agarose (minigel)

=

Deuxiéme PCRmonoplex

(=

Purification des produits amplifiés sur colonne (centri-sep)

—

Electrophorése capillaire sur « ABI Prism 3100 » par le logiciel DATA collection

4

Interprétation des éléctrophorégrammes par deux logiciels

« Sequesing Analysis software V5.3.1 et SeqScap®software V2.5 »

4

Confrontation des mitoypes (haplotypes de 1’ADNmt) obtenus pour chaque cas étudié

Figure 18 : Diagramme représentant les étapes d 'analyse de |’ADNmt

La procédure debute par la mise en tube des échantillons, suivie de I'extraction et de la
quantification de I’ADNn, aprés deux PCR ciblant les deux régions hypervariables HV1et
HV2 de la region de contrble « D-Loop » de PADNmt sont réalisés, suivies toutes les deux de
purifications. Pour Vérifier le succés de la premiere amplification une étape de contrdle des
produits amplifiés sur gel d’agarose peut étre utile. Au terme de la seconde amplification, une
¢lectrophorése capillaire est réalisée a I'aide du séquenceur « ABI Prism 3100 » qui permet la
migration, la lecture des séquences, la validation et I'interprétation des éléctrophorégrammes
obtenus, grace aux logiciels dont le il est doté. Une fois les mitotypes des échantillons sont
obtenus, ils sont enfin confrontés afin de Vérifier s’il ya un lien maternel entre les personnes a

'origine de ces échantillons.
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I11.1 Les précautions et les conditions d’analyses

L’évaluation de la mise au point de la technique d’identification génétique par analyse
de T'ADN mitochondrial, nécessite des précautions importantes afin d’éviter les
contaminations inter-échantillons et de produire de faux positifs. Nous avons suivi les
conditions de travail selon les recommandations de I'ISFG (International Society for Forensic
Genetics) et pour linterprétation des résultats celles du groupe EDNAP (European DNA
Profiling) (Tully et al., 2001).

L’extraction se déroule toujours sous hotte a flux laminaire. Une salle spécifique est
dédiée aux amplifications (PCR), les salles pré et post-PCR sont séparées et tous les
consommables sont traités par UV. Le matériel est nettoyé a I'eau de javel et 'eau MiliQ®
(uttra pure), des témoins negatifs (blancs) sont inclus & chaque étape : blanc d’extraction,

blanc de PCR, blanc pour la PCR du séquencage, blanc dans chaque amplification.

I11.2 Mise en tube des prélevements biologiques
La mise en tube consiste a mettre chaque échantillon dans un tube Eppendorf, et de lui

attribuer un code identificateur avant de procéder a I’étape d’extraction.

Tableau 1V: Sources des échantillons qui ont fait [ 'objet de ’analyse d’ADNmt

Cas Lien de parenté Nature de prélévement Code attribué a I’échantillon

. Fille X Sang ADNO01

Premier N - )y
mére présumée Cellules buccales ADNO02
. Cadavre X Restes musculaires ADNO3

Deuxieme

mére présumée Cellules buccales ADNO04
Troisieme Fille Tiges capillaires ADNO05
(Personnes apparentées) Mére Tiges capillaires ADNO6

I11.3 Extraction d'ADN

Les protocoles d’extraction d’ADN sont différents selon la nature et I'état de
I’échantillon. En effet au sein du LPS d’Alger, différents protocoles sont élaborés soit par
extraction organique soit en utilisant des Kits.

I11.3.1 Protocole d’extraction pour les prélévements sanquins et buccaux par le Kit
d’AdemTech

L’extraction débute par une lyse des cellules buccales ou sanguines qui sont incubées
dans 400 W de tampon «Lysis Buffer» auquel sont ajoutés 50ul de

protéinase K a 20mg/ml (pour la digestion des protéines y compris les histones) et de 4.5
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de la Solution de DTT 3M (pour la rupture des ponts disulfure). Mettre le tout dans un bloc
chauffant a 56°C sous agitation a 1000 rmp, pendant 60 minutes.

Apres incubation, le lysat est récupéré par essorage a laide des spin baskets ;
a ce lysat on ajoute : 250 Wl du Tampon « LB Buffer », 250 W « d’isopropanol » et 15 W de
« billes magnétiques ». Les tubes sont incubés de nouveau a 37°C sous agitation a 1000
trs/min pendant 10 min. (I'Isopropanol permet la fixation de 'ADN aux billes magnétiques).
Par la suite on place les tubes dans le portoir magnétique pendant 5 min. cette étape permet la
fixation des billes magnétiques enrobées d’ADN a la paroi des tubes et ainsi permettre

PPélimination du surnageant contenant toutes les impuretes.

Une étape de purification par trois (03) lavages consécutifs est nécessaire pour se
débarrasser des éventuels inhibiteurs de la PCR qui peuvent étre liés a TADN et aux billes

magnétiques.

On rajoute 500 W du premier tampon de lavage « Washing Bufferl » et les tubes sont
remis sur le portoir magnétique pendant au moins 5 min pour que les billes magnétiques
retiennent ’ADN, et pouvoir ainsi éliminer le surnageant (solution de lavage). Apres ce
premier lavage, les tubes sont retirés du portoir magnétique pour effectuer le deuxieme lavage
avec le deuxieme tampon de lavage « Washing Buffer 2 » et le troisiéme avec de I’Ethanol a
70% tout en répétant les étapes réalisées lors du premier lavage, ensuite les tubes sont séchés
sur le portoir magnétigue sous hotte pendant au moins 5min a température ambiante.
Enfin ADN est reconstitué dans 70 Yl de « tampon d’élution AE ». (Crime Prep Adem-Kit

Instruction for manual protocol Version 1.6).

I11.3.2  Protocole d’extraction organique pour le prélévement de restes musculaires

L’ADN est extrait par une lyse cellulaire avec un tampon d’extraction, suivie de deux
purification, une phénolisation par PCI (phénol /chloroforme/Alcool Isoamélique (25/24/1,

vIV) et une deuxieme purification par filtration sur des colonnes centricon.

L’étape de lyse cellulaire consiste a incuber les cellules du reste musculaires a 37°C
pendant 24h sous agitation dans 500 Yl de tampon d’extraction avec 10 Wl de PK (20 mg/ml)

pour assurer la digestion enzymatique des protéines y compris les histones.

Pour la premiere purification de 'ADN, un méme volume de PCI que le volume du
lysat est ajouté, on mélange vigoureusement a I'aide d’un vortex pour homogénéiser, puis on
centrifuge les échantillons pendant 10 min a 3500 rpm. La phase supérieure contenant
I’ADN est transférée dans un nouveau tube, (si la galette protéique est importante, refaire

I'étape de purification deux a trois fois en maintenant toujours le rapport de 1 volume de
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phase aqueuse pour 1 volume de PCI). Enfin la phase aqueuse contenant ’ADN (plus au

moins pur) est récupéré en le transférant toujours dans un nouveau tube.

La phase aqueuse recupérée est repurifiée une deuxieme fois sur des colonnes
Centricon. 250l d’eau MiliQ (ultra pur) sont déposés sur la colonne Centricon afin
d’humidifier sa membrane, on dépose ensuite I'extractum d’ADN a purifier au centre de la
colonne humidifiée, on compléte avec de [I'ecau MiliQ jusqu’au trait de jauge indiqué sur la
colonne, puis on centrifuge pendant 25min a 9000 rpm. Cette étape de lavage peut étre
répétée deux a trois fois selon I'état d’impureté de I’échantillon. Enfin I'extractum d’ADN
pur est récupére, en inversant la colonne du Centricon et en centrifugeant pendant 5mn a
3000 rpm, I'ADN ainsi purifié est transféré dans un autre tube Eppendorf identifié.
(Al-Sammarraie, 2016)

111.3.3  Protocole d’extraction organique pour les prélevements capillaires

Avant  de procéder a I'extraction de I'ADN a partir des échantillons capillaires, leur
traitement préalable est nécessaire, afin d’¢liminer les inhibiteurs de la Tagq Polymérase tel

que la mélanine et les traitements chimique potentiels qu’ils aient pu subir.

Pour cela 1ml de la solution de Terg-AZyme 5% est place dans un eppendorf contenant
lcm de Téchantillon et incubé a 37°C pendant 15 mn, dans un bloc chauffant sous agitation a
5000 rpm. Aprés incubation, le TergAZyme est éliminé et I'élément pileux est rincé avec 1ml
de d'éthanol absolu (on procede au ringage par retournement de I'Eppendorf), ensuite I’éthanol
est éliminé. L’élément pileux est de nouveau lavé en ajoutant 1ml d'eau MiliQ, on laisse
I’échantillon capillaire sécher. On passe a I'étape de lyse qui consiste a répartir dans chacun
des tubes contenant les échantillons, 300ul de la solution de lyse constituée de: 188 pul
Tampon d'extraction, de7.5ul de SDS (20%), de 75 uL DTT (1M) et de 30 pl Protéinase K
(20 mg / ml). les échantillons sont incubés pendant 30 min, dans un bloc chauffant a 56°C
avec agitation a 1400 tr/min. Aprés 30 minutes d’incubation, les échantillons doivent étre
dissous. Si les éléments pileux ne parviennent pas a se dissoudre, il faut ajouter 1uL. de DTT

(1M) et incuber pendant toute la nuit.

Par la suite, on procéde a la purificationen transférerant les lysats dans des tubes
eppendorf Phase Lock Gel (PLG) qui doivent étre d’abord centrifugés pendant 30 secondes a
la vitesse maximale puis , on ajoute au lysat le méme wvolume de PCI et on mélange
vigoureusement a laide d’un vortex  pour homogénéiser, ensuite on centrifuge les
échantillons pendant 3 minutes a 3500 rpm. Enfin la phase supérieure aqueuse contenant

I’ADN est transférée dans un nouveau tube. Elle est ensuite repurifiee une deuxieme fois a
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I'aide des colonnes Microcon. On ajoute d’abord 100 pl d’eau MiiQ pour humidifier la
membrane des colonnes, on transfére par la suite la phase aqueuse dans la colonne Microcon
et on centrifuge a 500 rpm pendant 25 mmnutes. Aprés on proceéde au lavage on ajoutant 400pul
d’eau MiliQ, on centrifuge a nouveau a 500 rpm pendant 20 minutes. Pour recueillir les
échantillons d’ADN, on ajoute 20 ul d’eau MiliQ a la colonne, puis on centrifuge a 1000 rpm
pendant 3 minutes tout en inversant la colonne, 'ADN purifié est ainsi transféré dans un autre
tube Eppendorf identifié. (Bourdon et al., 2014)

111.3.4  Quantification de '’ADN par PCR en temps réel

La quantitt d’ADN détectée a partir des extractums des échantillons analysés dépend
non seulement de la nature et I'état des échantillons mais  également du protocole
d’extraction. Pour cela, il est nécessaire de procéder a la quantification de 'ADNn par PCR

en temps réel dans les extractums obtenus.

La PCR en temps réel est une technique d’amplification d’ADN, reposant sur la
visualisation en temps réel de la phase exponentielle de la réaction de PCR. Elle permet la
mesure de la quantit¢ d’ADNn tout au long de la réaction, grace a I'utilisation d’un marqueur
fluorescent dont 'intensité est proportionnelle a la quantité d’amplicons produite.

Dans cette étude, nous avons utilisé le kit Quantifiler Human DNA Quantification Kit
(Applied Biosystems), en procédant a une quantification absolue qui se réfere a une gamme de
concentrations connues du kit, basée sur la technique 5 Nuclease de la technologie TagMan
(Andréasson et al,.2006).

La détermination quantitative d'’ADN se base sur le nombre de cycles threshold (Ct)
correspondant a une fluorescence donnée dans un tube réactionnel. Le seuil est déterminé
pour correspondre a la zone d’amplification exponentielle de la réaction PCR. Les résultats
obtenus permettent d’obtenir plusieurs informations :

-Si la quantit¢ d’ADN humain détectée est suffisante pour procéder a 'analyse ADNmt.
- la quantité d’ADN permet d'optimiser les réactions a effectuer (soit dilution

ou concentration) .

-Détecter les éventuels inhibiteurs par la détermination du cycle threshold (Ct) de I'TPC

(Internal PCR Control) et ainsi pouvoir adapter les protocoles d’analyse en conséquence.

Les amplifications et lectures ont ét¢ faites au moyen de l'appareil ABI PRISM 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems), en suivant le protocole recommandé par le
fabriquant.

31



Matériel et Méthodes

Durant chaque cycle de la réaction de PCR en temps reel, la quantitt d’ADN totale est
détectée grace a une sonde moléculaire spécifique dite TagMan.

La sonde TagMan porte a son extrémit¢ 5’ une molécule fluorescente (fluorochrome) dite
Reporter et a son extrémit¢é 3° un Quencher. Le Reporter est une molécule qui, apres
excitation par un faisceau laser, émet un signal de fluorescence a une longueur d'onde
specifique qui est mesuré a la fin de chaque cycle de PCR.

En absence d'amplification, la sonde reste intacte, le Quencher (suppresseur) absorbe en
grande partie la fluorescence du Reporter (émetteur) et seule une fluorescence résiduelle est
émise En revanche, s'il y a amplification, la sonde TagMan est hydrolysée lors de ['‘étape
d'élongation de ADN par I'activité 5'-3' exonucléase de TADN polymérase.

Le"Reporter™ est alors libéré et sa fluorescence n'est plus absorbée par celle du Quencher.

5° Amorce sens "T“I’ Sonde (Z’t" 3

3 5

5* 3

Amorce antisens
FEtapec |
i i
—CR— G

5 - @ ] 3

3* 5

5. 3.
Fitape 2 5'

Etape 1 : La sonde, munie de son Reporter (R) et de son Quencher (Q) est hybridée sur le
fragment a amplifier. Tant que la sonde est intacte, I'émission fluorescente du Reporter est

absorbée par le Quencheur.
Etape 2 : lors de l'élongation, la polymérase détache le Reporter de la sonde. Sa fluorescence

est alors libérée.
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I11.3.5 Procédure d’amplification et séquencage suivie pour 'analyse de ADNmt

Une premiere PCR multiplex est réalisée, suivie d’une purification et d’un contrdle des
produits amplifiés par électrophorése sur gel d’agarose (minigel), pour passer ensuite a la
deuxiéeme PCR monoplex suivie de I'étape de purification, pour terminer enfin avec

électrophorése capillaire sur un séquenceur.

Pour toute PCR réalisée, un témion positif est analysé systématiquement avec les
échantillons, il est codifié «9947A», d’une concentration d’ADNmt connue et avec un
mitotype déterming, il est passé soit a 10 ng/W, 0.1 ng/ Wl ou 0.005 ng/u selon la quantité

d’ADNn des échantillons de la série analysée.

Le mitotype du témoin positif 9947A : 16311C 93G 195C 214G 263G 309.1C 309.2C 315.1C

Des témoins négatifs (blancs), ceux de I'extraction, de la PCR et de la post- PCR, ont

été aussi inclus, afin de détecter toute source de contamination durant les étapes de I’analyse.

»= Choix des amorces utilisées pour le séquencage
L’analyse a été¢ effectuée en séquencant les deux brins d’ADN sens et anti-sens des
deux régions hypervariables HV1 et HV2 a chaque fois, ce qui permet de confirmer les

résultats des mitotypes pour chaque échantillon.

Pour cela deux stratégies illustrées par la Figure 19 et la Figure 20 ont été proposées,
elles nécessitent différents choix d’amorces (Wilson et al., 1995) . Les mémes amorces pour
la PCR d’amplification et de séquengage ont été utilisées, elles sont décrites dans le Tableau
V et le Tableau VI .

Tableau V : Liste des amorces et leurs séquences selon la 1°' stratégie

- . Code des < s_ 20 i
Région hypervariable ADNmt Amorces Séquence (5°- 3°) Taille
16025 S TCTTTCATGGGGAAGCAGATTT | (22 nucléotides)
HV1 16410 AS
GTGCGG GATATTGATTTCAC (20 nucléotides)
.29 GGTCTATCACCCTATTAACCAC (22 nucléotides)
HV2
flp3AS-449 | GGAGT GGGAGGGGAAAATAA (20 nucléotides)
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HV1
P

16410 P

HV2

Figure 19 : Représentation schématique de la 1°® stratégie de séquencage des deux
régions hypervariables HV1 et HV2 de la D-Loop de I’ADNmt

Tableau VI : Liste des amorces et leurs séquences selon [a2°™® stratégie

Région Code des Séquence (5°-3°) Taille
hypervariable Amorces
ADNmt
L-15997 AL | CACCATTAGCACCCAAAGCT (20 nucléotides)
v H- 16395 B1 | CAC GGAGGAT GGT GGT CAAG | (20 nucléotides)
L-16159 A2 | TACTTGACCACCTGTAGTAC | (20 nucléotides)
H- 16236 B2 | CTTTGGAGTTGCAGTTGATG | (20 nucléotides)
[-48 C1 CTCACGGGAGCTCTCCATGC | (20 nucléotides)
HV2 H-408 DI | CTGI TAAAAGT GCATACCGCCA | (22 nucléotides)
172 C2 ATTATTTATCGCACCTACGT | (20 nuccléotides)
H-285D2 | GGGGTTTGGTGGAAATTTTTTG | (22 nuccléotides)
HV1
L1997 AL
M- 16395 01 *F
P el
—
W 16236 = o
L1615 2 Figure 20 : Représentation schématique
[ E— ) de la 2°™ stratégie de séquencage des
b deux régions hypervariables HV1 et
HV2 de la D-Loop de ’ADNmt
HV2
L.
W o
oo
n-m.’
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[11.3.5.1 Premiere PCR multiplex
La premiere PCR est effectuée afin d’amplifier simultanément les fragments d’intérét
HV1 et HV2 de TADNmt de chaque échantillon avec les amorces sens et anti-sens en une
seule réaction. Vu que les concentrations d’ADNn estimées a partir des extractums sont

variables, nous avons proposé trois protocoles d’amplification :

» Cas des échantillons riches en ADNn (ou la concentration d’ADNn doit étre amené a
10 ng/ W) : La PCR est réalisée dans un volume réactionnel total de 25ul avec 2l
d’échantillon d’ADN, 1ul d’amorce sens et 1pl d’amorce anti-sens a 20 pM/ml
chacune, 1,5 pl de MgCk, 2ul de dNTPs, 2,5 pl du tampon 10X et 0,2 pl d’ADN
polymérase « Taq Gold », on complete avec de 'eau MiliQ autoclavée.

La PCR a lieu dans un thermocycleur Gene AmMpPCR System 9700 d’Applied
Biosystems, selon le programme suivant: une lere étape pour d’activation de I'enzyme a
95°C pendant 10 minutes suivi de 35 cycles comprenant: une dénaturation a 95°C d’une 1
minute, une hybridation a 60°C d’une minute et une €longation a 71°C pendant 1 minute. Une
étape d’élongation finale a 70°C pendant 10 minutes permettra d’amplifier la totalit¢ des

segments amorces.

» Cas d’échantillons avec de faibles quantités d’ADNn (prélevement effectué a partir
des restes cadavérique): les concentrations estimées sont < 0.1ng/pl. la PCR est

réalisée avec 10uL d’ADN dans un volume réactionnel de 40 plet selon le méme

programme du thermocycleur que celui utilisé par le cas précedent.

» Cas d’échantillons avec de trés fables quantit¢s d’ADNn voir absentes (tige
capillaires). 11 s’agit des échantillons d’ADN dont la concentration estimée est <
0.0005 ng/l. La PCR est réalisée avec 20ul de I'échantillon d’ADN dans un volume
réactionnel de 30 pl contenant : 4 pl d’amorces a 20 pM/ml, 4,8 pl de MgClz, 4 de
dNTPs, 5 pl du tampon 10X et 2,5 ul de 'enzyme ADN polymérase « Taq Gold », on

complete avec de 'eau MiliQ autoclavée.

> Les deux amorces (sens et anti-sens) doivent étre incorporées dans un
tube, lors de la préparation du mixte réactionnel de la premiere PCR multiplex pour
chacune des régions cibles HV1 et HV2, selon la premiére stratégie ou la deuxieme

stratégie, comme il est schématisé dans la

>
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Figure 21.

extractum d’ADN - Mixte contenant lesamorces (SL/ASL ou A1/B1 et
A2 /B2) de larégion HV1 dubrin senset anti sens

<

= @ Mixte contenant lesamorces (S2/AS2 ou C1/C2 et
D1/D2) de larégion HV2 dubrin senset anti sens

Figure 21 :Schéma représentatif de la PCR multiplex pour HV1 et HV2 (reconstitué)

111.3.5.2 Purification et électrophorese sur gel d’agarose

Apres la premiere PCR multiplex, les produits obtenus sont soumis a une électrophorése
sur gel d’agarose pour wérifier le succes de Pamplification et estimer approximativement les

quantités des séquences HV1 et HV2 amplifiées.

Cette étape est précédée d’une purification, qui permet I’élimination, des amorces et des

dNTPs restants dans le milieu réactionnel.

m La purification

Cette purification est réalisée a l'aide de deux enzymes: I'exonucléase I, qui permet
d’éliminer les amorces libres grace a son activite exonucléasique et I'enzyme Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP), qui permet d’éliminer les phosphates en 5’ des dNTP et donc rend leur
mcorporation dans ’ADN impossible. A chaque 5 pl du produit de PCR, sont ajoutés 0.5 pl
de T'enzyme exonucléase I, 0.5 ul de I'enzyme SAP et 4 pl de H20 bidistilliée stérile pour
obtenir un volume final de 10 pl La réaction est incubée pendant 40 minutes a 37°C
(température d’action des enzymes), puis pendant 20 minutes a 80°C permettant la

dénaturation des enzymes stoppant ainsi leur action. (Dugan et al., 2002).

= [L’électrophorése sur gel d’agarose
L’¢lectrophorese sur gel d’agarose 3% contenant 0,3 g d’agarose dans 30 ml de TAE
1X (400mM Tris-Acetate, 10 mM EDTA) et 3 ul de BET (Bromure d’Ethidium a 10 mg/ml),
permet d’examiner les résultats de la PCR et de vérifier que le produit d’amplification est a la
taille attendue situées a environ 300 pb en se référant au standard de taille, le phage @174 [72

a 1353 pb]. Le BET est un agent intercalant qui se glisse entre les bases azotées donnant ainsi
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une fluorescence sous exposition aux UV a 254 nm, cette derniére permet de visualiser I’ ADN
et de Vérifier sa migration. Avant de les déposer dans les puits, les échantillons sont mélangés
a une solution de charge constituée de bleu de Bromophénol et de Xylene Cyanol pour suivre
la migration électrophorétique. Cette solution appelée «loading buffer » permet aussi
d’alourdir ’ADN et de le maintenir fond des puits. L’électrophorese est réalisée pendant 30 a
45 minutes sous 80 Volts (Saoudi, 2016). La visualisation des bandes est faite sous lumiere
UV analytique avec une lampe « CAMAG » a une longueur d’onde de 254 nm.

[11.3.5.3 Deuxieme PCR monoplex

Cette technique repose sur le principe de séquencage enzymatique développé par Sanger
pour établir la séquence nucléotidique des molécules d’ADN. A lorigine, la méthode de
Sanger consistait a synthétiser, in vitro, des brins d’ADN complémentaires a ’ADN matrice
en utilisant une amorce marquée par radioactivité et des didésoxyribonucléotides (ddNTP) qui
lorsqu’ils sont incorporés bloquent I'extension des nouveaux brins synthétisés a cause de
I’'absence d’une extrémit¢ 3’ OH libre. La compétition entre I'incorporation des dNTPs et des
ddNTPs aboutit a la synthése d’un ensemble de brins radioactifs de longueurs différentes qui
peuvent étre visualisés par électrophorése sur gel de polyacrylamide. Aujourd’hui, cette
méthode est ameliorée et automatisee. Le marquage des fragments d’extension est réalisé

désormais par I'incorporation de ddNTPs fluorescents.

Dans notre étude, les produits de PCR purifiés ont été séquencés grace au séquenceur

automatique «ABI Prism 3100 AVANT Genetic Analyser» en utilisant le kit Big Dye™
Terminator 3.1 d’Applied Biosystems, qui comprend :

» le Terminator Ready Reaction Mix: il présente I'avantage de contenir tous les

composants nécessaires a la réaction de séquencage dans un seul tube.
» Les quatre didéoxynucléotides marqués aux fluorochromes (ddNTPS) :
A-Dye Terminator marque au dichlororhodamine [R6C] ;
C-Dye Terminator marqué au dichlororhodamine [ROX] ;
G-Dye Terminator marqué au dichlororhodamine [R110] ;
T-Dye Terminator marqué au dichlororhodamine [TAMRA|.
» les Désoxyribonucléotides triphosphates (dATP, dCTP, dGTP etdTTP) ;

» La Taq Gold polymerase : des enzymes thermorésistantes qui permettent d’effectuer

plusieurs cycles d’élongation successifs.
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Figure 22 : Représentation schématique des molécules de ddNTPs didéoxynucléotides
interrupteurs

* Protocole de la PCR de séquencage

La PCR de sequencage est réalisée a partir des fragments précédemment amplifiés, en utilisant le Kit

utilisant le Kit BigDye "Terminator. Cette étape permet /’incorporation des deux types de nucléotides,
nucléotides, ANTPs et ddNTPs, a partir d 'un brin d’ADN qui sert de matrice a I’ADN polymérase.
polymérase. L élongation de chaque produit monobrin se termine par ['incorporation d ‘un ddNTP
ddNTP spécifique. La migration électrophorétique du produit de cette réaction de séquencage sur un
sur un gel trés résolutif qui est le polyacrylamide va séparer tous les fragments présents en fonction
fonctionde leurs tailles. La

Figure 23 illustre les étapes de la réaction de séquencage ; les plus petits fragments vont
migrer plus rapidement que les grands. La grande résolution de ce gel permet de distinguer

des fragments différents entre eux d’une paire de base. (Ballard, 2016).

Dans notre étude a partir donc des produits amplifiés (amplicons de premiere PCR
multiplex), les échantillons sont répartis chacun en deux tubes pour amplifier séparément les
deux brins sens et anti sens des deux régions cibles selon les deux stratégies citées
précédemment dans le tableau Tableau V et le Tableau VI en utilisant chaque amorce a part

dans un tube comme Tillustre la Figure 24.
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Figure 23 : Représentation schématique du principe de la technique de séquencage d’ADN
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Mixte contenantun seul type \

d’amorce du brin sens de la
région HV1( S1ou Alou A2)

. I Mixte contenantun seul type d’amorce
Produit de Ifipremlere du brin anti-sensde larégion HV1
PCR multiplex de la (AS1 ou B1 ouB2

région HV1 d’un
échantillon

Mixte contenant un seul type
d’amoroe du brin sens de la régior
HV2 ( S2 ou C1 ou C2)
P;Og; I:ndue Itl?p'?girgéﬁge Mixte contenantun seul type d’amorce
région HV2 d'un du brin anti-sensde larégion HV2
échantillon (ASZ ou D1 ou D2)

Figure 24 : Schéma représentatif de la PCR monoplex pour HV1 et HV2 (reconstitué)

Deux modes operatoires sont préconisés selon qu’il s’agit d’échantillons riches en

produit amplifié ou non.

> Le Protocole concernant les echantillons riches en produit amplifié :

On prend 10 pl de produit amplifié purifié, auquel on ajouté 10 pl de mixte réactionnel
du Kit BigDye™ Terminator contenant: 2 pul de (4 dNTPs, les 4ddNTPs et la Taq
polymérase), 3 ul de tampon 5X et lul de I'une des amorces spécifiées citées précédemment
a une concentration de 20 pM et qui détermineront le sens de lecture de la polymérase et
I'amplification d’un seul brin (5’ ou 3”), et enfin 4 ul d’eau MilliQ autoclavee.

La PCR est réalisée dans un thermocycleur suivant un programme comprenant une
premigre étape de dénaturation d’une minute a 96°C, suivie de 25 cycles d’amplification
incluant une dénaturation pendant 10 secondes a 96°C, une hybridation de 5 secondes a 50°C

et une élongation de 4 minutes a 60°C .
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> Le protocole concernant les échantillons avec de faibles quantités de
produit amplifié :

On prend 10 pul de produit amplifé purifie, auquel est ajouté 10 pl de mixte, contenant :
4 nl de BigDyem Terminator (incluant les 4 dNTPs et les 4ddNTPs fluorescents marqués par

des fluorochromes différents et une ADN polymérase ) et 2 pul de tampon 5X d’Applied
Biosystems; A ce mélange est ajouté 1ul d’amorces a une concentration de
10 pM et qui détermineront le sens de lecture de la polymérase et 'amplification d’un seul
brin (5’ ou 3°), et enfin3 pl d’eau MilliQ autoclavée . A la fin du processus, chaque brin d’un

fragment d’ADN donné est séquencé séparément.

La PCR est réalisée dans un thermocycleur suivant un programme comprenant une
premiere étape de dénaturation & 96°C d’une minute, suivit de 25 cycles d’amplification
incluant une dénaturation a 96°C pendant 15 secondes, une hybridation d’une 1 secondes a

50°C et une élongation d’une 1minute a 60°C.

Au terme de cette PCR multiplex, nous procédons a la purification, qui est une étape
trés importante pour minimiser I'apparition de bruit de fond sur I’électrophorégramme, elle
est réalisée grace au le Kit de purification sur colonnes centri-sep. Cette étape est précédée
d’abord d’une étape appelé « SDS cleanup » afin de faciliter I’élimination des amorces et des
dNTPs en exces lors de leur passage par la colonne centri-sep. Elle consiste a ajouter 2uL de
SDS 2% a chaque échantillon puis on centrifuge. lls sont placés par la suite dans un

thermocycleur selon le programme : 98°C pendant 5 minutes puis 25°C pendant 10 minutes.
m Etape de purification sur colonne de centri-sep

D’abord on reconstitue le gel des colonnes, on ajoutant 800ul d’eau MilQ autoclavée
dans chacune d’elles et on laisse 30 minutes pour hydrater le gel. Aprés que le gel soit hydraté
et sans bulles, on ajoute 20 Wl de produit amplifié dans la colonne. Pour une purification
optimale, on centrifuge la colonne a une vitesse de 750 g pendant 2min, les échantillons ainsi
purifiés sont récupérés dans de nouveaux tubes Eppendorff.
(Dugan et al., 2002),

m Etape de post-amplification

Cette etape est nécessaire pour preparer les échantillons a Iélectrophorése capillaire,
elle consiste a ajouter 10 Il formamide a 10 W de produit amplifié et en une

dénaturation dans le thermocycleur (96°C pendent 2min).
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I11.3.5.4 Séquencage par électrophorése capillaire
Le séquencage est réalisé sur le séquenceur ABI Prism 3100 AVANT, qui est
représent¢ dans la Figure 25. Le logiciel DATA collection dont il est doté permet
Iidentification de chaque pic et son attribution a un nucléotide en fonction de la couleur du

fluorochrome.

Lors de Iélectrophorese, les monobrins d’ADN vont migrer selon leurs tailles le long
du capillaire, vers la fin de migration, ils passent devant une cellule de détection et sont
excites par un faisceau laser. Cette excitation provoque la libération de photons
(fluorescence) qui sont captés par une caméra CCD (Charge Couple Device). Les données
sont analysées et visualisées sur un chromatogramme. La différence rencontrée entre la
séquence de Déchantillon analysé¢ et celle de la rCRS forme ce qu'on appelle I'haplotype

mitochondrial ou le mitotype .

Figure 25 : Photographie du séquenceur « ABI Prism 3100 AVANT » Genetic Analyser
d’Applied Biosystems
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La Figure 26 résume les étapes d’un Run, c’est le cycle nécessaire pour la migration

¢léctrophorétique de I'échantillon.

Remplissage
de la réserve
de polymeére

Remplissage des
capillaires

3

Rejet du polymére
dans la poubelle

L
Début du run

Pllrrmrnt au niveau
de la plague

5 ._t

l 6 [ Electrophorése

l ;

Injection
électrocinetique

Fin du run

-

Rincage des capillaires
dans de ean

Figure 26 : Représentation schématique illustrant les principales étapes de fonctionnement du

sequenceur lors d’'un Run

Concernant les parametres du Run (migration eléctrophorétique),

ils sont définis par

défaut par le logiciel DATA Collection de lappareil, mais un module (programme) a été

établi et ajusté selon la quantit¢ d’ADNnN tel que le temps d’injection, le temps du Run et le

voltage. lls sont définis dans le Tableau VII.

Tableau VII: Paramétres du Run ajustés selon la quantité d’ADNN

Quantit¢ d’ADNn Paramétres du Run | valeur intervalle
Temps d’injection 6 1-600 sec
Echantillon riche en ADNn voltage 15 0-15 KV
Temps du Run 3000 300-14000 sec
. . Temps d’injection 12 1-600 sec
Echantillon faible en ADNn voltage 13 0-15 KV
Temps du Run 3000 300-14000 sec
Echantillon avec une tres faible Temps d'injection 30 1-600 sec
quantité d’ADNn voir absente voltage 13 0-15 KV
Temps du Run 3000 300-14000 sec
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IV. RESULTATS ET DISCUSSION
Pour les trois cas ayant fait 'objet de notre étude, nous avons réalisé 12 séquencages
pour chaque prélevement en ciblant les deux régions HV1 et HV2 de TADNmt et selon les

deux stratégies que nous avons proposé, au totale 72 séquencages ont été atteints.

Sur I'ensemble de ces séquencages, nous avons choisi de présenter a titre d’exemple,
quelques modeéles représentatifs des mutations détectées telles qu’elles sont présentés par

I'interface du logiciel.

IV.1 Résultats de la quantification

Les quantitts d’ADN  déterminées a partir des extractums peuvent varier selon la
nature, I'état de I’échantillon et le protocole d’extraction choisi. Tous les produits extraits
(extractums d’ADN) obtenus a partir des differents prélevements biologiques analysés sont
quantifiés par PCR en temps réel, les résultats de la quantitt d’ADNn détectées varie entre
[0.1-30 ng/ul], ils sont présentés dans le Tableau VIII.

Concernant le prélevement capillaire sans bulbe (troisieme cas), les résultats de la
quantification indiquent le bon choix du protocole d’extraction et lefficacit¢ de I'étape de

prétraitement wvu Pabsence d’inhibiteurs.

Tableau VIII : Résultats de la quantification d’ADNn dans les extractums des échantillons analysés

Lien de Nature de prélevement Code Quantité ’ADNn détectée
Cas parenté (ng/pl)
fille X Sang ADNO01 30 ng/ul
Premier mere Cellules buccales ADNO02 40 ng/ul
présumée
cadavre X restes cadavériques ADNO03 0,12 ng/ul
Deuxieme meére Cellules buccales ADNO4 10 ng/ul
présumée
Troisiéme Fille tiges capillaires ADNO05 mdetect'able.z ,Et absence
d’inhibiteur
(Personnes indétectable et absence
nn : i illai
connues) Mére tiges capillaires ADNO06 dinhibiteur

IV.2 Résultats de I’électrophorése sur gel d’ Agarose (minigel)

Durant notre travail, trois essais concernant le contrdle des produits amplifiés sur
minigel ont été réalisés, mais la visualisation des bandes d’ADN ¢était difficile. Cela peut étre
dd a la lampe UV de Tappareii CAMAG qui semble étre défaillante. La visualisation par le
biais d’un autre appareil appelé « Crime scope » avec une exposition a la méme longueur

d’onde (254 nm), nous a permis de visualiser les deux bandes correspondant aux deux régions
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HV1 et HV2 au niveaux attendus (situées a environ 300 pb), en se réferant au standard de
taille, le phage @174 [72 a 1353 pb]. Faute de temps, nous n’avons pas pu réaliser d’autres

essais d’électrophorése et les échantillons sont donc passes directement en PCR monoplex.

La premiere amplification a été réalisée en se référant aux résultats de la quantification de
I’ADNn, nous avons ajusté a chaque fois le volume de I'échantillon a amplifier, le volume du
mixte réactionnel et le programme du thermocycleur. En effet, pour les échantillons riche en
ADNN (cas du prélévement sanguin ou buccal) 'amplification est réalisée avec seulement 2l
d’extractums d’ADN et 23 W de mixte réactionnel; alors que pour les deux cas ou les
échantillons sont pauvres en ADNn ou n’en contiennent pas du tout , il fallait augmenter les
volumes des échantillons et celui du mixte réactionnel (dans le but d’augmenter les chances
d’hybridation, en apportant plus de matrice d’ADN, d’enzymes et d’amorces) ; donc pour les
échantillons de faibles quantitts d’ADNn (cas du prélevement des restes cadaveriques)
Iamplification est réalisée avec 10ul d’extractums d’ADN et 40pl de mixte réactionnel et
pour les échantillons ou I'ADNn est absent (cas du prélevement capillaire sans bulbe)

Iamplification est réalisée avec 20ul d’extractums d’ADN et 304 du mixte réactionnel.

IV.3 Résultats du séquengage

Pour chague ADNmt les séquences consensus générées du séquencage du brin sens et
anti sens, sont d’abords alignées et comparées pour confirmer s’il n’y a pas de divergence
entre elles, ensuite on dénombre les mutations par rapport a la séquence de référence rCRS

(revised Cambridge Reference Sequence).

Les nomenclatures pour T'haplotype d’ADNmt (mitotype) ont été déterminées suivant
les recommandations d’ISFG et les directives du groupe EDNAP pour lanalyse de TADNmt.
On dénombre le nombre de divergences existantes (substitution- délétion-inversion) et ceci

pour chacune des régions cible HV1et HV2.

IV.4 Validation des résultats

Avant I'interprétation des résultats nous avons d’abord Vérifié le succés du séquencage
par la visualisation des données brutes affichés par le logiciel DATA Collection, ensuite nous
sommes passés a la lecture des séquences par deux logiciels Sequesing Analysis software
V5.3.1 et SeqScap software V2.5.

Plusieurs étapes de \Vérification ont été suivies pour valider les résultats obtenus et

interpréter correctement les mitotypes, le procédé est le suivant :
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» Premiere étape :

Vérification de Tallure du spectre des donnés brutes avec le logiciel DATA collection

pendant le séquencage pour les deux brins sens et anti sens, un exemple ciblant le brin sens la
région HV1 est présenté dans la Figure 27

s
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Figure 27: Spectre des données brutes affiché par le logiciel « DATA Collection » pendant le
séquencage du brin sens de HV1
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» Deuxiéme étape :
Vérification de lallure de Iélectrophorégramme pour prouver le succes du séquengage
des deux brins sens et anti sens pour toutes les séquences analysées, un exemple est présenté

dans la

Figure 28, il montre le sens de I'élongation dont l'allure des pics doit étre décroissante.

@ §—m % (b)

—_ ———————— e —

Figure 28: Allure des éléctrophoregrammes pour une lecture sens (a) et une lecture anti-sens(b)

» Troisieme étape :

Verification de la valeur QV (quality of value) de la base séquencée qui s’affiche selon
trois indicateurs de couleur (bleu, jaune ou rouge), une bonne valeur de QV est comprise entre
[15-60] qui s’affiche en bleue dont un exemple et présenté dans la Figure 29 par I'interface
des deux logiciels Sequencing Analysis Software V5.3.1 et SeqScap Software V2.5.

L’estimation de cette valeur est importante pour poursuivre les étapes de validation,
dans le cas ou les valeures QV sont affichées en couleur jaune ou rouge (pics faibles) , la
séquence ne sera pas validée et le séquencage doit etre relancé en ajustant le paramétre
«temps d’injection », tout en I'augmentant. Dans le cas ou la valeur QV est supérieure a la

valeur limite (pics €élevés) le séquencage doit étre relancé en diminuant le temps d’injection.

@)
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Figure 29: Résultats de QV obtenus apres traitement des donneées brutes du sequencage
analysés avec les logiciels Sequencing (a) et SeqScap (b)

» Quatrieme étape :

Verification de 'alignement de toutes les amorces par le logiciel SeqScap qui montre la
position en paire de bases du debut du site d’Hybridation jusqu’a la fin de I’élongation pour
chacune des amorces utilisées ; nous avons choisi un exemple de la deuxiéme strategie qui
concerne la region HV1et qui est presenté dans la Figure 30 en utilisant les deux amorces

Al/Bl , et les deux mini amorces A2 /B2.

s e i - e ]

Figure 30: Verification de [’alignement des amorces d ‘un échantillon selon les deux stratégies
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» Cinquiéme etape
A cette étape, nous faisons un rassemblement des deux séquences sens et anti sens par
paire d’amorces pour que le logiciel SeqScap puisse faire des alignements et pouvoir

intervenir ainsi pour supprimer les chevauchements au début et a la fin des deux séquences de

la région cible etenfin déterminer les mutations communes.

161 171 121 51 281 2l1 21 .’.’31 241 35

ITTATTTATCGCACCTACLITCIATATTACAGEES TACTTACTLAAGTETEIT LTECTTETI B63 TTGLL
TTITT EXEECE N CTTRETARRETETEIT T&CTI61i861 (11 s
1 281 Fa! 2l 2l 241 @l o a1 2

\ R A I 3
) ) N ‘l nf' '\ I | '.; !l"”, “"" ‘,“ H "' " “' ik 5.- || | l"' ﬂ
.-.\[II‘” |l| l ¢ I'! ,"C\"‘ ’ ”k”“ .'u‘ _M", r ' 1-" 'tlx l’l ‘ -". Al :ll I\”] “

TTACAGCCEAACATACTTACTALAAGTETSIT
' ' ' ' ' '

l;l l;zl 1;'1 161 in ; 81 91 201 11 :;-

l ! L) | | |

«, | H. |45 J |" by , |‘ \ “l‘llfllv" ,'\‘ " “|"',ﬂ'l. f A l ! ‘
'.3 ‘“ v’i' ! .n"lil! U’f\l& ”“‘ tl‘“ 'u ul l‘ ]h‘ J‘ | 4 %) ;',- 'l . “Ll | l"f.nl iy L"' -,""“".l"b‘lx"" 'Iy ]H“-. ";'“\ Jil | :'..;i “ A ﬂ.‘.l. A 1L Al “l}!ﬁi l\_r“lr"-. “ll

Figure 31: Exemple d 'un rassemblement d’une paire d’amorces par le logiciel SeqScap qui permet
l'alignement des deux séquences sens (S) et anti-sens (AS)

» Sixieme étape :
La vérification concerne les résultats obtenus pour les témoins (négatifs et positifs)

passés en méme temps que la série des echantillons a chaque séquencage.

-le résultat du témoin positif sous référence 9947A présenté dans la Figure 32 a été obtenu

avec succes et il concorde avec le mitotype attendu. (Wilson, 2003; Bintz et al., 2004 )

Mitotype de 9947A :16311C 93G 195C 214G 263G 309.1C 309.2C 315.1C

- le résultat de I'un des témoins négatifs présenté dans la Figure 33 apres vérification du
spectre des données brutes et le résultat de I'électrophorégramme révéle négatif , nous avons
pu confirmer I’absence de contaminations par un ADNmt exogene dans tous les réactifs, le

matériel et les instruments utilisés au cours des différentes étapes de cette analyse .
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/ HV1(a)

k Homo sapiens mitochondrion,

Mutations
Base Change ROl Fosition Type
15211 T=C qi[251221108] ref|MC_012020.1 16211 Sub
| Homo sapiens mitochondrion,
complete genome
HV2(b)
Mutations
Baze Change ROl Pozition |Length | Type
934G gi[25183 1106 ref|[NC_012920.1] 93 1 Sub
Homo sapiens mitochondrion,
complete genome
195T=C gi[251831106 ref|[NC_D12920.1] 195 1 Sub
Homo zapiens mitechondrion,
complete genome
21445 G gi[25183 1108 ref|[NC_D12920.1] 214 1 Sub
Homa zapiens mitochandrion,
complete genome
2EIAFG gi[25183 1106 ref|[NC_D12920.1] 263 1 Sub
Homo sapiens mitochondrion,
complete genome
ZAT AT gi[251831106 ref|[HC_012920.4] 297 1 Sub
Homo sapiens mitochondrion,
complete genome
309-310insCC gi[2561831106[ref|[HC_012920.4] 209 z Ins
Homo sapiens mitochondrion,
complete genome
215-216insC gi[25183 1108 ref|[NC_D12020.1] 315 1 Ins

o
45

3z

Ofavg)

]

~

/

Figure 32: Résultats des mutations détectées au niveau de la région HV1(a) et HV2(b) du témoin

positif « 9947 A » présenté par!’interface du logiciel SeqScap

/ (a)

rierady « Soin e

e 4 st #a e e °
Fiared e Soan Mg
%83 80
] >
1208 1408
3 a0 Sa¢ e g em ux

r..-- — Ly —— T T ge— [T

Na— — R o

Témoin Négatif

/

Figure 33:Présentation des données brutes d 'un témoin négatif analysés avec le logiciel DATA

Collection (a) et aprestraitement avec le logiciel SeqScap (b)
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Comme [Ihaplotype de I'ADNmt du témoin positif a €été obtenu avec succes et il
concorde avec celui attendu et que tout les résultats du séquencage des témoins négatifs
(Iextraction, des deux PCR et de la post- PCR), étaient bien négatifs, indiquant le bon suivi
des consignes préconisées durant toutes les étapes de l'analyse de 'ADNmt. Cela nous a

permis de poursuivre notre travail et de valider nos résultats.

IV.5 Résultats du séquengage de HV1 et HV2 de la région D-Loop de I’ ADNmt

A titre de modéle de résultat d’un séquengage, nous avons choisi de présenter quelques
cas reportant les mutations selon la premiere stratégie avec les amorces (S1/AS1 pour HV1)
et (S2 /AS2 pour HV2) ou la deuxieme stratégie avec les amorces (A1/B1, A2/B2 pour HV1)
et (C1/D1, C2/D2 pour HV2). Toutes les figures ont eté reportées telles qu’elles sont

représentées par I'interface du logiciel SeqScap

IV.5.1 Premier cas :recherche de lien de maternité entre une mere présumée et une fille X

IV.5.2 Résultats du séquencage de la région HV1 de ADNmt

Tous les résultats du séquencage selon les deux stratégies, obtenus a partir du
prélevement buccal de la mere présumée et sanguin de la fille X ciblant la région HV1, sont
rassemblés dans le Tableau 1X

Tableau IX : Résultats du séquencage de HV1 selon les deux stratégies concernant le premier cas

Région HV1 (stratégie 1) (stratégie 2)
L Amorces Amorces Miniamorces
es
Sens Anti-sens Sens Anti-sens Sens Anti-sens
amorces
(1) (ASL) (A1) (B1) (A2) (B2)
® Haplotype 16126 T>C 16126 T>C 16126 T>C 16126 T>C - 16126T>C
D
£ E  mitochondrial | 16294 C>T 16294 C>T 16294 C>T 16294 C>T | 16294 C>T
>3
o

(' mitotype) 16304 T>C 16304 T>C 16304 T>C 16304 T>C 16304 T>C

Fille X

Haplotype 16126 T>C 16126 T>C 16126 T>C 16126 >C - 16126T>C
mitochondrial | 16294 C>T 16294 C>T 16294 C>T 16294 >T 16294 >T
(' mitotype) 16304 T>C 16304 T>C 16304 T>C 16304T>C 16304T>C

Au niveau de cette région HV1, nous avons détecté aux mémes positions, trois
mutations dans TADNmt de la mére présumée et trois mutations dans TADNmt de la fille X,
il s’agit de :

- substitution de T présente a la position 16126 de la rCRS par C (transition)

- substitution de C présente a la position 16294 de la rCRS par T (transition)

- une substitution de T présente a la position 16304 de la rCRS par C (transition)
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Aucune mutation a la position 16126, n’a été détecté en utilisant la mini amorce A2
ainsi qu’aux positions 16294 et 16304 en utilisant la mini amorce B2, cela est dU au fait

quelles sont situées en amont du site d’hybridation de I’amorce.

Figure 34 reporte les mutations détectées au niveau de la région HV1 de PADNmt des
échantillons [ADNO1 et ADNO02] du premier cas, telles qu’elles sont représentées par

interface du logiciel SeqScap®.

€Y
Mutations
} Base Change | ROI i Position i Length | Type l
1-1604946de|GATCACAGGTCTA gi|251831106|ref|[NC_012920.1 1 15046 Del

TCACCCT..TTTCATGGGGAA | Homo sapiens mitochondrion,

/_&CA.GAJ_H complete genome
16126 T=C gi[2512831106|ref|[NC_012920.1 16126 1 Sub

| Homo sapiens mitochondrion,

complete genome

162949C>T gij2561831106|ref|NC_012920.1 16294 1 Sub
| Homo sapiens mitochondrion,

complete genome

16304T>C qi|251831106|ref|[NC_012920.1 16304 1 Sub
| Homo sapiens mitochondrion,

\ / complete genome

(b)

Mutations
} Base Change | ROI Position ] Length [ Tvpe |
1-16046delGATCACAGGTCTA gi|251831106|ref|[NC_012920.1 1 16046 Del

TCACCCT..TTTCATGGGGAA | Homo sapiens mitochondrion,

/_GLAGAI_‘LIﬁ complete genome
16126T=C gi[251831106|ref|NC_012920.1 16126 1 Sub

| Homo sapiens mitochondrion,
complete genome

16294C>T gi|25183 1106 |ref|NC_012920.1 16294 1 Sub
| Homo sapiens mitochondrion,
complete genome

16304T=C gi|251831106|ref|[NC_012920.1 16304 1 Sub
| Homo sapiens mitochondrion,

\ / complete genome

Figure 34 : Présentation des mutations détectées au niveau de la région HVI1 de ’ADNmt
(@) de la mére présumée et (b) de lafille X, selon les deux stratégies
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La Figure 35 représente les eléctrophoregrammes illustrant les trois mutations décrites dans

ce cas de recherche du lien maternel

wehondfion, complete genome

e genome

TGCCAGCCACCATGAATATTG

CGGTACCATAAATACTTG

TECLAG ATA ATAAATACTIG
A L ¥ Q <N G ¥ F 5 S5
L
TGCCAGCCACCATGAATATTG iiiiiACCATAAATACTTG
TATTGLRKCGGT
p Avec ’amorce Al
I [ L.aln
TATTGLPCGGT
Avec I’amorce Bl

Avec I’amorce B2

—
CAACAAACCTACCCATCCTTAACAGERACATASTACATAAASCCATTTAI

] == Er-l Avec I’amorce (S1)

Lafille X

ACAAACCTACCCA[TCCTTAACAGCIE

16301
CCTTAACAGTE

3]

Avec ’amorce Al

Avec I’amorce A2

Présentation de :

(@) la mutation 16126 T>C (La base
T remplacé par C)

(b) la mutation 16294 C>T (La base
C remplacé par T)

(¢) la mutation 16304 T>C (La base
T remplacé par C)

Figure 35 : Présentation des éléctrophoregrammes des mutations détectées au niveau de la région
HV1 de I’ADNmt de la mére présumée et de la fille X (premier cas)
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IV.5.2.1 Résultats du sequencage de la région HV2 de TADN mt

La Figure 36 indique les mutations détectées sur la région HV2 au niveau de I’ ADNmt

de la mere présumée et la fille X (premier cas)

Specimens in Report

Specimeni
(@)
Mutations
Specimen Base Change ] RO ] Paosition [ Length I Type I oy ]
Specimeni 1-70delGATCACAGGTCTATC  gi[251831106|ref[NC_012920.1 1 70 Del 42(avg)
ACCCTATTAACCACTCACGG | Homo sapiens mitochondrion,
GAGCTCTCCATGCATTTGGT complete genome
L AFTITEGTETS GGG
\
Specimeni ,'/ T3A>G 3 9i[251831106|ref|[NC_012920.1 73 1 Sub 42
i \ | Homo sapiens mitochondrion,
! i complete genome
Specimeni : 2387=C ! gi[251831106|ref|[NC_012920.1 239 1 Sub 50
; : | Homo sapiens mitochondrion,
i ; complete genome
Specimeni ! 263426 I gi[251831106|ref|[NC_012920.1 263 1 Sub 36
! ! | Homo sapiens mitochondrion,
! ! complete genome
! 1
Specimeni | 315-316insC 7 gi[251831106|ref|[NC_012920.1 315 1 Ins 37
'\. o | Homo sapiens mitochondrion,
MO0 CI00 00 E0EICIAC S - complete genome
Specimen3
Mutations
Specimen Base Change JROI EPosition ’Lengih b Type iQV
Specimen3 1-20delGATCACAGGTCTATCAC gil251831106]refiNC_012920.1] 1 20 Del 11(avg)
CCT Haomo sapiens mitochondrion,
e P P T < complete genome
. “«
Specimen3 ,'/ T3A:G \ gi|251831106|ref|[NC_012920.1] 73 1 Sub 48
i | Homo sapiens mitochondrion,
! 1 complete genome
Specimen3 : 239T=C : gi|251831106|ref|[NC_012920.1] 239 1 Sub 46
: i Homo sapiens mitochondrion,
| 5 complete genome
Specimen3 ! 263A>6G i gi|251831106|ref|[NC_012920.1] 263 1 Sub ez
: ! Homo sapiens mitochondrion,
; : complete genome
Specimen3 i. 316-316insC 1 gi|251831106]ref|[NC_012920.1] 315 1 Ins 45
\S X4 Homo sapiens mitochondrion,

complete genome

Figure 36 : Présentation des mutations détectées au niveau de la région HV2 de
[’ADNmt (a) de la mére présumée et (b) de la fille X
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Tous les résultats du séquencage ciblant la region HV2 concernant les échantillons du

cas traité dans cette partie et selon les deux stratégies, sont rassemblés dans Tableau X

Tableau X : Résultats du sequencage de la région HV2 selon les deux stratégies concernant

le premier cas

Region HV2 (stratégie 1) (stratégie 2)
Amorces Amorces Mini amorces
Lesamorces Sens Anti-sens | Sens Anti-sens | Sens Anti-sens
(82) (AS2) (C1) (D1) (C2) (D2)
° 13A>G 13 A>G 13 A>G 13 A>G - 713 A>G
o g Haplotypemitochondrial | 239 T>C 239 T>C | 239 T>C 239T>C | 239T>C -
g g (mitotype) 263A>G 263A>G 263A>G 263A>G 263A>G -
o 315.1C 315.1C 315.1C 315.1C 315.1C -
® Haplotypemitochondrial 73 A>G 73 A>G 73 A>G 73 A>G - 73A >G
E X (mitotype) 239T>C 239T>C | 239T>C 239T>C | 239T>C -
263 A>G 263 A>G | 263A>G 263 A>G | 263A>G -
315.1C 315.1C 315.1C 315.1C 315.1C -

Nous avons détecté aux mémes positions quatre mutations au niveau de la région HV2

de TADNmt de la mére quatre mutations pour celui de la fille X, il s’agit de :

- substitution de A présente a la position 73 de la rCRS par G (transition)

- substitution de T présente a la position 239 de la rCRS par C (transition)

- substitution de A présente a la position 263 de la rCRS par G (transition)

- insertion de C entre les positions 315 et 316 de la rCRS

Aucune mutation n’a été détectée a la position 73 en utilisant la mini amorce C2 ainsi

qu’aux positions 239, 263 et 315 en utilisant la mini amorce D2 pour la méme raison citée

précédemment.
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(@)

Lafille X

(b)

ATTY?F:T'Y:G:C::TF}!TA((?EATA:(IV

Avec I’amorce (AS1)
|

AATGCTTUTLGGLCATAATAA;

ACAATTGAATSTCTGC

Lrarss
e
lr Avec I’amorce (S1)
Arn )
\ P N
Lamere présumee SAEY NN
lllllFlllll
AATAA At
| Avec I’amorce (ASI)
ﬂ\ |
) Lf )

Lafille X

ACAATTGAATSTCTSGC
thil
ACA

Avec I’amorce (S1)

LAvec I’amorce (ASL)

©)

AGCC

t
c

Lafille X

(d)

TGTCTGCACAGLC)

TTTCCACACAGACATI(

I
T

n
TC

Avec I’amorce (S1)

Avec I’amorce (AS1)

Acccecceccerceccre

AccceccceTceccee

ccccoe

Lafille X

(@) présentation de la mutation 73 A >G (La base A remplacé par G)
(b) Présentation de la mutation 239 T>C (La base T remplacé par C)
(c) Présentation de la mutation 263 A>G (La base A remplacé par G)
(d) présentation de I’insertion 315.1C (insertion dela base C entre 315 et 316)

CTYTCYOCCCACAGE

A
il Avec I’amorce (S1)

Avec I’amorce (S1)

Avec I’amorce (ASL)

Figure 37 : Présentation des éléctrophorégrammes des mutations détectées au niveau la région HV2
de ’ADNmt de la mere présumée et de la fille X
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Concernant notre premier cas d’étude, et apres analyse des différents résultats obtenus
pour toutes les mutations détectées sur les douze (12) séquences (sens et anti sens) ciblant les
deux régions séquencées HV1 et HV2 (meére présumee et fille X), selon le protocole décrit

(six amorces ; deux stratégies), nous somme parvenues au résultat du mitotype suivant :

= Haplotype ADNmMt obtenu a partir du prélevement :
> Buccal de la mére présumée (code ADNO1)

[ ADNO1: 16126C 16294T 16304C 73G 239G 263G 315+c }

» Sanguin de la fille X (code ADN02)

[ ADNO02: 16126C 16294T 16304C  73G 239G 263G 315+c ]

Ce résultat nous montre clairement que les deux mitotypes de la mere présumée et celui
de la fille X concordent en utilisant aussi bien la premiere ou la deuxieme stratégie de
séquencage. Dans ce cas, nous pouvons établir la conclusion « qu’on ne peut pas écarter que

les deux personnes a I’origine de ces échantillons sont reliées par voie maternelle ».

Grace au résultat de cette analyse nous pouvons donc consolider les résultats de
Iempreinte génénétique (Analyse des marqueurs STR), obtenus lors de la premiere analyse de
I’ADNN.

57



Résultats et discussion

IV.5.3 Deuxieme cas : recherche de lien de maternité entre une mere présumée et un cadavre

X

IV.5.3.1 Résultats du sequencage de la région HV1 de TADN mt
La Figure 38 reporte les mutations détectées au niveau de la région HV1 de I’ADNmt

de la mere présumée et du cadavre X.

/ (a)
16209T=C

AG2223C=T
AG292C=T

16211 T=C

(b)

16200T=C
AG2Z23CET
AG28ZCET

16211T=C

N

qij25182 1106 | reflNC_012920.1|
Homo sapiens mitochondrion,
complete genome

qi|251821106 |reflNC_012920.1|
Homo sapiens mitochondrion,
complete genome

qij25182 1106 | reflNC_012920.1|
Homo sapiens mitochondrion,
complete genome

qi|251821106 |reflNC_012920.1|
Homo sapiens mitochondrion,
complete genome

gi|25183 11068 | ref|lNC_012920.1|
Homo sapiens mitochondrion,

complete genome

gi|25183 1106 |ref|lNC_0412920.1|
Homo sapiens mitochondrion,

complete genome

Qij25132 1106 | ref|lNC_012920.1|
Homo sapiens mitochondrion,

complete genome

gi|25133 1106 | ref|NC_012920.1|
Homo sapiens mitochondrion,

complete genome

16209

162232

16292

163211

16200

16223

16292

15211

Suh\

Sub
Sub

Sub

Sub
Sub
Sub

Sub

/

Figure 38 : Présentation des mutations détectées au niveau de la région HVI1 de ’ADNmt extrait a

partir de (a) prélévement buccal de la mére présumée et (b) du prélevement de restes cadavériques

Tous les résultats du séquencage ciblant la région HV1, selon les deux stratégies,

obtenus a partir du prélevement buccal de la mere présumée et des restes cadavériques, sont

détaillés dans le Tableau XI.

58



Résultats et discussion

Tableau XI : Résultats du séquencgage de la région HV1 selon les deux stratégies concernant le
deuxiéme cas

Région HV1 (stratégie 1) (stratégie 2)
Amorces Amorces Mini amorces
Lesamorces Sens Anti-sens Sens Anti-sens Sens Anti-sens
(S1) (AS1) (A1) (B1) (A2) (B2)

16209 T>C 16209 T>C | 16209 T>C 16209 T>C | 16209 T>C 16209 T>C
16223C>T  16223C>T | 16223C>T  16223C>T | 16223C>T  16223C>T
( mitotype) 16292C>T  16292C>T | 16292C>T  16292C>T | 16292C>T -
16311T>C  16311T>C 16311T>C 16311T>C 16311T>C -
Haplotypemitochondrial | 16209 T>C 16209 T>C | 16209 T>C 16209 T>C | 16209 T>C 16209 T>C
16223C>T  16223C>T | 16223C>T  16223C>T | 16223C>T  16223C>T
16292C>T  16292C>T | 16292C>T  16292C>T | 16292C>T -

16311T>C 16311T>C | 16311T>C 16311T>C | 16311T>C -

Haploty pe mitochondrial

Mere
présumée

(' mitotype)

cadavre X

Au niveau de la région HV1, nous avons détecté aux mémes positions quatre mutations

aussi bien sur TADNmt de la mere présumée que celui du cadavre X, il s’agit de :
- substitution de T présente a la position 16209 de la rCRS par la C (transition)

- substitution de C présente a la position 16223de la rCRS par T (transition)
-substitution de C présente a la position 16292 de la rCRS par la T (transition)
-substitution de T présente a la position 16311de la rCRS par la C (transition)

Aucune mutation n’a été détecté en utilisant les mini amorces B2 aux positions 16292
et 16311.

IV.5.3.2 Résultats du séquencage de la région HV2
Tous les résultats du séquencage ciblant la région HV2, selon les deux stratégies,

obtenus a partir du prélevement buccal de la mére présumée et les restes cadavériques, sont

détaillés dans le Tableau XIlI
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Tableau XII : Résultats du séquencage de la région HV2 selon les deux stratégies concernant le

deuxiéme cas

Région HV2 (stratégie 1) (stratégie 2)
L Amorces Amorces Mini amorces
& Sens Anti-sens Sens Anti-sens Sens Anti-sens
amorces
(S2) (AS2) (C1) (D1) (C2) (D2)
Haplotype 73A/G 73A/G 73A/G 73A/G - 73A/G
° é ) ) 189A/G 189A/G 189A/G 189A/G 189A/G 189A/G
gg  Mitochondrial | 200A/G  200A/G 200A/G 200A/G 200A/G  200A/G
s ( mitotype) 263A/G 263A/G 263A/G 263A/G 263A/G -
315+ C 315+ C 315+ C 315+ C 315+ C -
< Haplotype 73A/G 73A/G 73A/G 73A/G - 73A/G
§ mitochondrial | 189A/G 189A/G 189A/G 189A/G 189A/G 189A/G
§ itot 200A/G 200A/G 200A/G 200A/G 200A/G 200A/G
§  (mitotype) | se3niG 263A/G 263A/G 263A/G 263A/G -
315+ C 315+ C 315+ C 315+ C 315+ C -

Nous avons détecté aux mémes positions cinq mutations aussi bien sur TADNmt de la

mere présumée que celui du cadavre X, il s’agit de:

-substitution de A présente a la position 73 de la rCRS par G (transition)

-substitution de A présente a la position 189 de la de la rCRS par (G transition)

- substitution de A présente a la position 200 de la rCRS par G (transition)

- substitution de A présente a la position 263 de la rCRS par G (transition)

-insertion de C entre les positions 315 et 316 de la rCRS

Aucune mutation n’a ét¢ détectée en utilisant les mini amorces C2 a la position 73 et D2

aux positions 263 et 315.

La Figure 39 reporte ces mutations détectées a partir des échantillons [ADNO3 et
ADNO4] de ce présent cas.
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p <
4 AY
1

(a) I 73m00 !
1 1
1 1
' |
| 120AsG :
: i
1 1
1 1
! 200A:G '
1 1
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' |
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: i
1 1
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' 315316insC |
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| 200806 !
| |
1 1
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: i
1 1
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\ 1
\ 7

N .

gi[25183 1106 ref|[NC_012920.1|
Homa sapiens mitochondrian,
complete genome

gil25183 1106 ref|NC_012820.1]

Homo sapiens mitochondrion,
complete genome
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Figure 39 : Représentation des mutations détectées au niveau la région HV2 de l’ADNmt (a) de la

mere présumee (b) du cadavre X
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Concernant ce deuxiéme cas d’étude, et apres analyse des différents résultats obtenus
pour toutes les mutations détectées sur les douze (12) séquences (sens et anti sens) ciblant les
deux régions séquences HV1 et HV2 (la mere présumée et cadavre X), selon le protocole

décrit (six amorces ; deux stratégies), nous somme parvenues au résultat du mitotype suivant :

= mére présumée (code ADN 03)

[ 16209C 16223T 16292T 16311C 73G 189G 200G 263G 315+C ]

= cadavre X (code ADNO04)

[ 16209C 16223T 16292T 16311C 73G 189G 200G 263G 315+C ]

Ce résultat nous montre clairement que les deux mitotypes de la mére présumée et celui
du cadavre X concordent en utilisant aussi bien la premiére ou la deuxieme stratégie de
séquencage. Dans ce cas, nous pouvons établir la conclusion « qu’on ne peut pas écarter que
les deux personnes a T'origine de ces échantillons sont reliées par voie maternelle ». Grace au
résultat de cette analyse nous avons prouvé donc la possibilité de Iexploitation des
¢chantillons dégradés, voire putréfiés afin d’établir lidentification humaine par le lien de

filialion maternelle.

IV.5.4 Troisime (cas Témoin): confirmation du lien de maternité entre une mére et sa fille

IV.5.4.1 Résultats du sequengage de la région HV1 de TADNmt

Tous les résultats du séquencage ciblant la région HV1, selon les deux stratégies, sont
détaillés dans le

Tableau XIlII

Tableau XIII : Résultats du séquencage de la région HV1 selon les deux stratégies concernant
le troisieme cas

Région HV1 (stratégie 1) (stratégie 2)
Amorces Amorces Mini amorces
Lesamorces Sens Anti-sens Sens Anti-sens Sens Anti-sens
(S1) (AS1) (A1) (B1) (A2) (B2)

Hap loty pe mitochondrial 16172 T>G 16172T>G | 16172T>G 16172T>G| 16172T>G 16172T>G

2 _ 16219A>G 16219 A5G | 16219A5G 16219AG | 16219A>G 16219 AG
= (mitotype) 16235A>G 16235 A5G | 16235 A5G 16235AG | 16235AG -
16278C>T  16278C5T  16278C>T  16278C>T  16278C5T -

- [ 16172756 16172756 | 16172756 16172756 | 16172156 161727156

o Haplotypemitochondrial | 3 5,0 A 8 16219 A5G | 16210 A5G 16219 ASG | 16210 AG 16219 ASG
T (mitotype) 16235A>G 16235 A5G | 16235A>G 16235 A>G | 16235AG -

16278 C>T 16278 C>T | 16278 C>T 16278 C>T | 16278 C>T
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Nous avons détecté quatre mutations aux mémes positions au niveau de la région HV1
de TADNmt de la mere et quatre mutations sur TADNmt de la fille, il s’agit de:

-substitution de T présente a la position 16172 de la rCRS par G (transversion)

-substitution de A présente a la position 16219 de la rCRS par G (transition)

-substitution de A présente a la position 16235 de la rCRS par G (transition)

-substitution de C présente a la position 16278 de la rCRS par T (transition)

Aucune mutation n’a été détecté en utilisant la mini amorce B2 aux positions 16235 et

16278.

La Figure 41 reporte les mutations détectées sur la région HV1 des échantillons du

troisieme cas [ADNO5 et ADNO6].
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Un exemple de I’électrophorégramme selon la 1% stratégie montrant la mutation 16278 C>T (une
transition : la base C substituée par la base T) sur les séquences sens et anti sens de HVI de ’ADN
mt (a) de la mére et (b) de la fille

Figure 42 : Présentation d’un exemple de mutation détectée sur HV1 (troisiéme cas).

IV.5.4.2 Résultats du sequencage de la région HV2 de T ADNmt
Les résultats du séquencage de la région HV2 pour ce cas se sont révéles négatifs, aucun
assignement n’a été détecté (Figure 43)
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Figure 43: présentation desdonnées brutes du résultat du séquencgage de la région HV2 de I’ADNmt
de lamére et la fille , analysésavec Data Collection (a) et les résultat de nonassignement apres
traitement avec le SeqScap (b)

Concernant ce dernier cas d’étude, et aprés analyse des différents résultats obtenus pour
toutes les mutations détectées sur les six séquences (sens et anti sens) ciblant la région HV1
de TADNmt de la mere et sa fille, nous sommes parvenues au résultat du mitotype partiel

suivant :

» la mére (code ADNO5)

[ 16172G 16219G 16235G 16278 T ]

> la fille (code ADNO6)

[ 16172G 16219G 16235G 16278 T }

Dans notre troisitme cas d’étude nous avons rencontré un probléme d’assignation de la
région HV2, cela peut étre di a la dégradation des amorces spécifiques a cette région, vu
qu'elles ont été régénérées bien avant que celles de HV1. Ceci nous amené a Vérifier la
qualitt des amorces de HV2. Pour tenter de résoudre ce probleme, une deuxieme analyse a
été faite, mais elle s’est révélée toujours négative. Alors nous avons suggéré de procéder a
un contrle sur minigel et malgré les difficultés de visualisation, nous sommes parvenues a
distinguer uniquement la bande correspondant &8 HV1 qui a fait objet d’une bonne migration,
tandis que celle correspondant a HV2 s’est manifestée par une trainée sur le gel. Ceci semble
confirmer T'hypothése de la dégradation des amorces de HV2 donnant Iexplication du

résultat négatif.

Ce dernier cas d’étude est encourageant pour Nous parce qu’il nous a permis de prouver
la possibilit¢ de I'exploitation des prélevements capillaires dépourvus de bulbes ou l'analyse
de T’ADNn est impossible et par la méme occasion d’initier la validation d’un nouveau
protocole d’extraction d’ADN a partir de ce type d’échantillon .

IV.6 Exemple de recherche bioinformatique de I’appartenance d’un haplotype
a un haplogroupe

Aprés obtention des mitotypes nous avons tenté d’identifier les haplogroupes auxquels
appartiennent les haplotypes mitochondriaux des personnes ayant fait I'objet de notre étude,
par bioinformatiqgue. Nous avons consulté une base de données disponible au niveau du

Laboratoire de Police Scientifique qui est sous forme d’un fichier Exel regroupant 2500
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haplogroupes et sous haplogroupes (fichier exel /IControl-region haplogroup motifs (relative
to the rCRS) distilled from PhyloTree Build 13). Elle est mise a jour par le groupe EDNAP

(Bandelt et al., 2012).

,"&gn\y R R e ¥ hapogroupexisx-1 - Microsoft Excel
Accueil Insertion Mise en page Formules Données Révision Affichage Nitra PDF Professional
3 L Arial v 8 ¥ 1A‘ A7 1= = ;Renvoyeréla ligne automatiquement  Standard » :*(3 ,E
= AL £5 =
Coller | == =|| 53 Fusionner et centrer ~ |S3 ~ o, 0pp|[ %2 399|/ Mise enforme Mettre s
% 54 225 | g i A0 =00 conditionnelle~  de tal]
Presse-.. Police (] Alignement (] Nombre {F] Style
A276 v fe| 13f1b2
. A S B . c
1  Supplementary Table 1. Control-region haplogroup motifs (relative to the rCRS) distilled from PhyloTree Build 13.
2
3 Haplogroup Extended HVS1 (16024-16569) Extended HVS2 (1-576)
265/ L3b1a6 16124 16223 16278 16362 73 152 263
266 L3b1b 16124 16223 16278 16362 73 152 263
267 L3b1b1 16124 16223 16278 16362 73 152 217 263
268 L3b2 16124 16223 16278 16362 16527 73 263
269|L3b2a 16124 16189 16223 16278 16362 16527 73 263
270 L3f 16209 16223 73 263
27131 16209 16223 73 263
272|L31a 16209 16223 73 263
273 |L3f1a1 16209 16223 73 263
274|L3f1b 16209 16223 16292 16311 73 189 (200) 263
275 L3f1b1 6209 16223 16292 16295 16311 73 189 (200) 263
276[L311b2 6209 16223 16292 16311 73 189 (200) 263
277|L3f1b2a 6172 16209 16223 16266A 16292 16311 73 189 (200) 263
278 L3f1b-150 16209 16223 16292 16311 73 150 189 (200) 263
279|L3f1b3 16209 16223 16292 16311 73 150 189 (200) 263
280/ L3f1b4 16209 16223 16292 18311 73 150 189 (200) 263
281/L3f1bda 16209 16223 16311 73 150 189 (200) 263
282|L3f1bdal 16209 16223 16311 73 150 189 (200) 263
283|L3f2 16209 16223 16311 73 263
284 |L3f2a 16209 16223 16311 73 152 263
285|L3f2a1 16209 16223 16311 73 152 263
286 L3f2b 16209 16223 16311 73 263 374.1A
287 |L3f3 16176 16209 16223 16234 73 189 263 318
288|L3f3a 16176 16209 16223 16234 16284 73 189 263 318
289 L3cd "6223 73 152 263
290/L3c 16223 16311 16362 73 152 195 263 498.1C
291/L3d 16124 16223 73 152 263
. o s . s ).
Figure 44 : Résultat de la recherche de ’haplogroupe du cadavre X présenté par /interface de la
base de donnés
Seul le mitotype déterminé a partir du prélevement de restes cadavériques était

répertorié dans cette base de données. Il appartient a ’haplogroupe L3 et au sous haplogroupe

L3f1b2 qui
2007). Ceci
I’enquéte est originaire de 'Est du pays.

est fréquent dans le Nord Est de I’Afrique (Mc Donald, 2005 ; Parson et Diir,

est en accord avec I'appartenance géographique de mére présumée, qui d’apres
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IV.7 Discussion générale

A la lumiere des résultats obtenus pour ces trois cas analysés , il s’avére que cette
technique d’identification humaine utilisant PADNmt , nous a permis de retrouver la filiation
maternelle premiérement dans le cadre d’une recherche maternité , deuxiemement de
contrbuer a I'identification des restes d’un cadavre et enfin de confirmer que méme sur un

échantillon dépourvu d’ADNn, nous avons pu mettre en évidence un mitotype.

La reproductibilité des résultats de mitotypage obtenus pour les trois cas étudiés en
utilisant les amorces ciblant chacune des régions HV1 et HV2 selon les deux stratégies qu’on
a proposé [les deux paires d’amorces sens/anti sens (S1/AS1, S2/AS2) pour la premiere
stratégie ou avec les deux paires d’amorces sens/anti sens (Al/Bl, C1/D1) et les deux paires
mini-amorces (A2/B2 et C2/D2) pour la deuxieme stratégie] offre un avantage pour le choix
de la stratégie de séquencage selon la nature de I’échantillon a analyser. (Wilson et al,.1993 ;
Tully et Wetton, 2014).

Depuis 2004, le département d’identification génétique du LPS analyse le
polymorphisme des STR a des fins d’identification humaine. Au cours de cette période,
differents types d'échantillons (sang, salive, cheveux telogenes, poils, ongles, tissus, restes
cellulaires, os et dents) liés a des homicides, des agressions sexuelles, des wvols et
I'identification de restes humains ont été étudié. Quelques constatations problématiques ont
été détectées dans le traitement des dossiers judiciaires de routine impliquant les limites de

cette technique en matiére de quantité et de qualit¢ d’ADN des échantillons analyses.

Pour cette raison [Ianalyse du polymorphisme de I'ADNmt des deux régions
hypervariables HV1 et HV2 de la D-loop, est devenue un outil incontournable dans ce

domaine de I'identification et de la recherche de l'origine matrilinéaire.

Le polymorphisme de 'ADNmt est moins marqué que celui de ADNN et lanalyse qui
en est faite est moins discriminante, néanmoins il présente des intéréts; préservé par la haute
résistance de la mitochondrie et présent a de nombreux exemplaires dans une cellule (de
lordre de 50 génomes mitochondriaux pour un seul génome nucléaire), il peut étre analysé sur
des traces anciennes ou fortement degradées sur lesquelles TADNn n'est plus exploitable.
Cette analyse en a fait ces dernieres années un fréquent usage, notamment pour
I'identification des os anciens, des victimes de guerre et de catastrophes de grandes ampleurs.
Il peut également permettre d'expertiser des tissus biologiques dépourvus d'’ADNnN, mais
riches en ADNmt, qui sont prélevés sur une scene de crime. C'est notamment le cas des tiges
capillaires (Bourdon et al., 2014 ; Al-Sammarraie, 2016).
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Durant les études réalisées dans ce travail, nous avons contribué¢ a la mise au point d’un
protocole pour le séquencage des deux régions hypervariables HV1et HV2 de La D-Loop de
’ADNmt a des fins d’application dans le domaine forensique. Pour cela et dans la mesure
d’assurer une trés grande qualit¢ de données, toutes les recommandations concernant cette

technique d’analyse ont été bien suivies.

Les résultats de la quantification d’ADN des échantillons ayant fait 'objet de ce travail
se sont révélés trés orientatifs pour le choix de la stratégie de séquencage. lls révelent aussi le

bon choix des protocoles d’extraction et d’amplification d’ADN.

Le mitotype du témoin positif a été obtenu avec succes et il concorde avec celui attendu
(Wilson, 2003 ; Bintz et al., 2014), il nous a permis d’évaluer lefficacit¢ de I'étape
d'amplification. Pour tous les témoins négatifs a savoir ceux de I'extraction, des deux PCR et
de la post- PCR, les résultats du séquencage étaient bien négatifs, indiquant le bon suivi des
consignes durant toutes les étapes de lanalyse de 'ADNmt préconisées. Cela nous a permis

de poursuivre notre travail et de pouvoir valider tous les résultats de cette technique.

Bien que Cette technique est trés répandue dans la plus part des laboratoires de police
scientifique a travers le monde, depuis les années 90 (Wilson et al., 1993 ; Tully et Wetton,
2014), en Afrique et plus particulierement en Algérie, elle est méconnue, au sein d’institutions

médico-légales. Cette présente étude represente donc, une premiere.

Le Laboratoire de Police Scientifique étant actuellement a vocation de recherches en
ADNn, i n’est pas dot¢ de moyens adequats pour la quantification de 'ADNmt dans
I’extractum et aprés son amplification. Le diagramme de la Figure 45 illustre les deux points
critiques a résoudre afin de parfaire cette technique. Pour cela nous préconisons la dotation du
laboratoire de deux nouvelles techniques: (i) la premiere est la quantification par PCR en
temps réel utilisant la sonde : TagMan® Primer and Probe for Detection of Mt-DNA (HV1)
(Kefi-Ben Atig et al., 2003; Proserpio et Lonnberg, 2016), ciblant la région hypervariable

HV1de TADNmt grace a deux amorces dont les séquences nucléotidiques sont les suivantes :

HV1- S (sens) CACCTGTAGTACATAAAAACCCAATCC

HV1-AS (anti sens) AGGGTTGATTGCTGTACTTGCTT

(i) la deuxieme est la quantification des produits amplifiés a I’aide de I'appareil Agilent
2100 Bioanalyzer (Mueller, 2001; Jensen, 2004 ; Andreasson et al., 2006).
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Mise en tube et Extraction des échantillons
Quantification de 1’ADN mitochondrial
1 par PCR en temps réel

Quantification d’ADN nucléaire par Real time

(=

Premiere PCR multiplex des deux régions cibles (HV1 et HV2)

&=

Purification des produits amplifiés a1’aide des enzymes o . o
Quantification du produit amplifié par
Agilent 2100 Bioanalyzer

(=

Electrophorése sur gel d’agarose (minigel)

=

Deuxiéme PCRmonoplex

=

Purification des produits amplifiés sur colonne (centri-sep)

=

Electrophorése capillaire sur « ABI Prism 3100 » par le logiciel DATA collection

l

Interprétation des éléctrophorégrammes par deux logiciels

« Sequesing Analysis software V5.3.1 et SeqScap®software V2.5 »

i

Confrontation des résultats de mitoypes ( Haplotype ADNmt)

Figure 45 : Diagramme illustrant les des deux points critiques de ’analyse d’ADNmt et les
recommandations préconisées
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V. Conclusion et perspectives
L’mntérét de ce travail était avant tout d’initier la faisabilit¢ et la reproductibilit¢ de la
méthode, les premiers résultats sont encourageants. lls montrent le bon choix des techniques
d’extraction d’ADN et des amorces pour la réussite de la stratégie de séquengage. Ils
indiquent également la possiilit¢é d’exploiter certains échantillons provenant de scéne de
crime dont I'analyse des STR est impossible. Il sera quand méme nécessaire de réaliser de
nouvelles expériences afin de confirmer ces premiéres observations et d’analyser un plus

grand nombre d’échantillons et plus diversifié.

Cette technologie est lourde et onéreuse, s'agissant d'une méthode permettant l'analyse
de micro-prélevements biologiques, elle est trés sensible aux contaminations. Plus encore que
pour IADNN, la séparation des activitts et la mise en place de nombreux contrbles

(extraction-amplification) revétent une importance particuliere pour la validation des résultats.

Un probleme majeur qui reste posé actuellement que nous avons rencontré dans cette
procédure, est de pouvoir quantifier le plus exactement possible la quantité d’ADNmt & partir
des échantillons analysés, face a cette contrainte, Il serait sans doute intéressant pour se faire
d’utiliser des technologies déja développées au sein de certains laboratoires de police
scientifique. Il s’agit de la quantification de d’ADNmt par PCR en temps réel de la région
hypervariable HV1 et de la quantification des produits amplifies a I'aide de I'appareil Agilent
2100 Bioanalyzer capable d’analyser des fragments d'’ADN amplifies des deux régions
hypervariables HV1 et HV2 .

D’un point de vue plus général, cette technique d’analyse de PADNmt offre différentes
perspectives. 1l serait donc souhaitable dans un proche avenir de mettre en place au niveau du
Laboratoire de Police Scientifigue lanalyse des polymorphismes mononucléotidiques (SNP
Single Nucleotide Polymorphism) définissant I'haplogroupe dans la région codante de
IADNmt, qui pourrait effectivement améliorer le pouvoir de discrimination (Nilsson et al.,
2008).

L’évaluation et la validation de cette technique, permettant de pouvoir la généraliser
pour tous types d’échantillon pouvant provenir des scénes de crime ou a partir d’échantillons

contenant de ’ADN ancien en infime quantit¢ ou hautement dégradé.

Il serait également intéressant de faire une étude populationnelle, dans le but de
concevoir une base de données spécifique pour I’Algérie contenant tous les haplotypes et les
haplogroupes représentatifs de toutes les régions et les ethnies (Imaizumi et al., 2002 Saoudi,
2016 ; Bekada, 2015).
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Annexes

m Equipements et réactifs
Equipements

e ABI Prism 3100AVANT Genetic Analyzers a 4 capillaires
e ABI Prism 7500 fast pour gPCR temps réel

e Autoclave

e Blocs chauffants avec agitateurs

e Centrifugeuses et Microcentrifuges

e Hotte chimique pour la post- PCR

e Hotte chimique pour la préparation des solutions

e Hottes a flux laminaires avec lampe UV pour les extractions
e Micropipettes réglables de 1 a 1000ul

e Portoir magnétique

o Réfrigérateurs a-20°C et -80°C

e Thermal Cycler (Applied Biosystems, Inc. GeneAmp System 9700)

Réactifs

e ABI Prism ® BigDye™ terminator cycle sequencing v3.1 dilution buffer Conservé a
4°C.

e ABI Prism ® BigDye™ terminator cycle sequencing v3.1 ready reaction kit Conserveé
a-20°C.

e Amorces: « Oligonucleotide DNA Primers » conservées a -20°C lyophilisées

e AmpliTag Gold® DNA POLYMERASE d’Applied Biosystems (250 U) a 5U/uL

200 réactions. Conservée a -20°C.
e BUFFER 10X (GeneAmp 10X PCR Buffer) d’Applied Biosystems N808-0244)
continent : 100 mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KCI, 15 mM MgCIZ, et 0.01% (w/v)

Conservé a -20°C.
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Désoxyribonucleosides Triphosphates (dANTPs) MIX:GeneAmp dNTP (Applied
Biosystems N808-0260) mix a une concentration de 10 mM, avec chaque dNTP
(dATP, dCTP, dGTP et dTTP) a2.5 mM a une concentration. Conservés a -20°C.
DTT (Dithiothreitol, C4H100282) de Sigma-Aldrich Conservé a-20°C.

Eau MILIQ : Eau déstiliée désionisée Sterile

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid Disodium Salt C10H14N202NA.2H20, 0.5

M, pH 8.0).

ETHANOL (EtOH) Absolu (Sigma-Aldrich E7023 -500 mL).

FORMAMIDE (HI-DI, pour ABI Prism 3100AVANT Genetic Analyzers)
d’Applied Biosystems.

Kit pour extraction d’ADN : Smart DNA database Ademteh

Kits pour le Séquencage d’ADN

Loading buffer : solution de Bromophénol et de Xylene Cyanol

MgCI2 a 15 Mm

PCI (Phenol / Chloroform / Isoamyl alcohol (25:24:1; v/v)) de Sigma.

POP-6 d’Applied Biosystems.

Positive Control DNA: 9947A Cell line control DNA a 0.1ng/ul dilué a 200 pg
d’Applied Biosystems.

PROTEINASE K (20 mg/mL) d’AMRESCO, Inc (25 mL), aliquots de 5 uL a -
20°C.

SDS a 20% et a 2% Sodium Dodecyl Sulfate) de Sigma-Aldritch

SODIUM CHLORIDE (NaCl) de Sigma-Aldrich S-3014 Molecular Biology Grade.
SULFURIC ACID (4 N HZSO4) de Fisher SA 818-500.

Matériel et consomables

Capillaires pour ABI Prism 3100 AVANT Genetic Analyzers d’Applied
Biosystems 50 cm et 36 cm.

Colonnes CENTRI-SEP SPIN.

EXO SAP-IT d’United States Biochemical.

MICROAMP RETAINER d’Applied Biosystems .

MICROCON 100 Filters Amicon/Millipore. Extra collection tubes (100 pk)
Amicon/Millipore.
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e Plaques pour PCR 96 well sorenson.

e Plaques pour post- PCR 96 well d’Applied biosystems.

o Plate base 96 well d’Applied Biosystems.

e Plate Septa (96 well) pour 3100 AVANT Genetic Analyzer d’Applied Biosystems.
e Reaction Tubes (Eppendorf) de Fisher.

Régions Hypervariables HV1 et HV2 de la rCRS : Human Mitochondrial DNA

Revised Cambridge Reference Sequence

Région Hypervariable 1 (HV1)

16024-TTCTTTCATG GGGAAGCAGATTTGGGTACC ACCCAAGTAT
16064- TGACTCACCCATCAACAACCGCTATGTATT TCGTACATTA
16104- CTGCCAGCCACCATGAATAT TGTACGGTAC CATAAATACT
16144-TGACCACCTG TAGTACATAAAAACCCAATC CACATCAAAA
16184-CCCCCTCCCCATGCTTACAAGCAAGTACAG CAATCAACCC
16224- TCAACTATCACACATCAACT GCAACTCCAAAGCCACCCCT
16264- CACCCACTAG GATACCAACAAACCTACCCACCCTTAACAG
16304- TACATAGTAC ATAAAGCCAT TTACCGTACATAGCACATTA
16344-CAGTCAAATC CCTTCTCGTCCC -16365 (Fin)

RégionHypervariable 2 (HV2)

73- ATGCACGCGATAGCATTGCG AGACGCTGGAGCCGGAGCAC
113-CCTATGTCGCAGTATCTGTC TTTGATTCCT GCCTCATCCT
153-ATTATTTATC GCACCTACGT TCAATATTAC AGGCGAACAT
193-ACTTACTAAAGTGTGTTAAT TAATTAATGC TTGTAGGACA
233-TAATAATAAC AATTGAATGT CTGCACAGCCACTTTCCACA
273-CAGACATCAT AACAAAAAAT TTCCACCAAACCCCCCCTCC
313-CCCGCTTCTGGCCACAGCAC TTAAACAC-340 (Fin)
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Table des 37 genes de I'ADN mitochondrial humain et de leur localisation
dans la séquence de référence de Cambridge

Code une
protéine
Code une
protéine
Code une
protéine
Code une
protéine
Code une
protéine
Code une
protéine
Code une
protéine
Code une
protéine
Code une
protéine
Code une
protéine
Code une
protéine

Code une
protéine
Code une
protéine
ARN de
transfert
ARN de
transfert
ARN de
transfert
ARN de
transfert
ARN de
transfert
ARN de
transfert
ARN de
transfert
ARN de
transfert
ARN de
transfert
ARN de
transfert
ARN de
transfert
ARN de
transfert
ARN de

Produit

ATP synthase, Fo sous-unité 8
(complexe V)

ATP synthase, Fo sous-unité 6
(complexe V)
Cytochrome ¢ oxydase, sous-unité
1 (complexe 1V)
Cytochrome ¢ oxydase, sous-unité
2 (complexe 1V)
Cytochrome c oxydase, sous-unité
3 (complexe 1V)
Cytochrome b (complexe III)

NADH déshydrogénase, sous-unité

1 (complexe 1)
NADH déshydrogénase, sous-unité

2 (complexe 1)
NADH déshydrogénase, sous-unité

3 (complexe 1)
NADH déshydrogénase,
sous-unité 4L (complexe 1)
NADH déshydrogénase,
sous-unité 4 (complexe 1)

NADH déshydrogénase, sous-unité
5 (complexe 1)
NADH déshydrogénase, sous-unité
6 (complexe 1)
ARNt-Alanine (Ala ou A)

ARNt-Arginine (Arg ou R)
ARNt-Asparagine (Asn ou N)
ARNt-Acide aspartique (Asp ou D)
ARNt-Cystéine (Cys ou C)

ARNt-Acide glutamique (Glu ou
E)
ARNt-Glutamine (Gln ou Q)

ARNt-Glycine (Gly ou G)
ARNt-Histidine (His ou H)
ARNt-Isoleucine (lle ou I)

ARNt-Leucine (Leu-UUR ou L)

ARNt-Leucine (Leu-CUN ou L)

ARNt-Lysine (Lys ou K)

Positions
dans le mitogénome
08 366 - 08 572 (chevauchement
avec MT-ATP6)
08 527 - 09 207 (chevauchement
avec MT-ATPS)
05 904 - 07 445
07 586 - 08 269
09 207 - 09 990
14 747 - 15 887
03 307 - 04 262
04 470 - 05 511

10 059 - 10 404

10470 - 10 766

10 760 - 12 137
(chevauchement avec MT-
NDA4L)

12 337 - 14 148

14 149 - 14 673
05 587 - 05 655
10 405 - 10 469
05 657 - 05 729
07 518 - 07 585
05 761 - 05 826
14 674 - 14 742
04 329 - 04 400
09 991 - 10 058
12 138 - 12 206
04 263 - 04 331
03 230 - 03 304
12 266 - 12 336

08 295 - 08 364

Brin

H
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. temsfet
ARN de ARNt-Méthionine (Met ou M) 04 402 - 04 469 H
transfert

=
2

?
i
|

=
%
-

ARN de ARNt-Proline (Pro ou P) 15 956 - 16 023
transfert

MESL e A Gentiod oo

ARN de ARNt-Sérine (Ser-AGY ou S) 12 207 - 12 265
transfert

=
Z
I

?
i
|

‘.5
2

ARN de ARNt-Tryptophane (Trp ou W) 05 512 - 05 579
transfert

:
W
|

=
2

ARN de ARNt-Valine (Val ou V) 01 602 - 01 670
transfert

I

CRE e IS A

=

ARN Grande sous-unité : LSU (16S) 01 671 - 03 229
ribosomique

Y
Z
0
NS
I
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