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Les techniques de profils génétiques ou genotypage mettent en évidence les regions
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. Les méthodes appliquées
aujourd'hui en routine sont complémentaires. L'analyse de microsatellites (Short Tandem
Repeats, STR) présents au niveau des autosomes, permet d'obtenir des résultats fiables,
reproductibles, applicables a de nombreux types d'échantillons. Elle permet I'étude de mélanges
d’ADN de plusieurs individus et possede un pouvoir de discrimination trés élevé. Cependant,
certains échantillons tres dégradés ne peuvent pas étre identifiés par le biais des microsatellites.
En effet, étant des polymorphismes de longueur de séquence ils nécessitent l'analyse de
fragments de taille relativement importante. Le séquencage de I'ADN mitochondrial, du fait de
I'existence d'un trés grand nombre de copies par cellule, peut étre réalisé sur des échantillons trés
dégradés. Néanmoins, cette méthode est beaucoup moins discriminante que l'analyse des
marqueurs autosomaux et permet d'identifier une lignée maternelle et non un individu. De facon a
associer les caractéristiques complémentaires des méthodes d'analyse appliquées aujourd'hui en
routine, il s'avere nécessaire de développer de nouvelles techniques d'analyse basées sur I'étude
de marqueurs nucléaires de petite taille.

Le travail présenté dans ce meémoire a été réalisé dans le cadre d'une convention CIFRE
entre le laboratoire d'identification génétique Codgene et I'Institut de Médecine Légale de
Strasbourg. L'objectif de cette collaboration a été de sélectionner et de valider un ensemble de
polymorphismes ponctuels de séquence (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) pour
I'identification génétique chez I'homme, et de développer leur analyse basée sur la PCR et
applicable a une grande variété de types d'échantillons. Nous avons opté pour la détection par
spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption / lonisation Time Of
Flight) car cette méthode tres sensible et rapide permet I'analyse simultanée d'un grand nombre
d'analytes. L'application de cette technologie aux domaines de l'identification génétique est le
fruit d'une collaboration entre I'Institut de Médecine Légale et le Laboratoire de Spectrométrie de
Masse Bioorganique (LSMBO, Strasbourg).

Ce mémoire débute par une synthese des données de la littérature relatives a
I'identification et la filiation génétiques permettant d’appréhender le theme de recherche. Apres
un énoncé des méthodes employees dans la réalisation du travail, I'ensemble des résultats est
expose de fagon séquentielle par étape de validation des marqueurs. L'ensemble des observations
est ensuite discuté au regard des connaissances actuelles 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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I.1. Lesempreintes génétiques

La genétique criminalistique a débuté il y a plus d'un siécle lorsque Karl Landsteiner a
appliqué sa découverte des polymorphismes des groupes sanguins ABO chez I'hnomme a la
résolution de crimes [Landsteiner et al., 1900]. Jusqu'aux années 1980, des méthodes
sérologiques [Mourant et al., 1976] et d'électrophorése de protéines [Harris et al., 1976]
étaient utilisées pour accéder aux polymorphismes des groupes sanguins et des groupes
sécreteurs. Le principal désavantage de ces marqueurs était leur dégradation rapide, ainsi que
leur sensibilité aux enzymes et & la contamination bactérienne menant a des faux positifs. Une
faible variabilité est détectée lors de I'analyse de huit systémes de groupes secréteurs a partir
d'une tache de sang. Ces "profils d'expression” permettent d'obtenir une probabilité d'identité
(probability of match, pM), c'est a dire une probabilité que deux personnes sans lien de
parenté partagent la méme combinaison, variant entre 10 et 10”%. Cette probabilité augmente
lorsque l'analyse porte sur différents tissus humains puisque les groupes sécréteurs ne
permettent l'analyse que de cellules dans lesquelles ils sont exprimés. Cependant, ces
techniques permettaient des exclusions rapides.

En 1985, I’analyse d'ADN est introduite en criminalistique sous la forme dite "d’empreintes
génétiques" suite a la découverte de séquences répétitives hautement polymorphes [Jeffreys et
al., 1985a].

Le génome humain, constitué de 6 milliards de paires de bases (pb) comporte environ 35000
genes [International Human Genome Mapping Consortium, 2001 ; Venter et al., 2001].
Cependant, plus de 90% du génome est non-codant, c'est a dire ne comporte pas d'information
en rapport direct avec la synthese de protéines. Contrairement a I'ADN codant, la partie non-
codante du génome n'est pas soumise a la forte pression de sélection ce qui permet aux
mutations qui y surviennent d'étre conservées et transmises a la descendance. Ces régions ou
I'on rencontre une forte variabilité sont trés informatives pour la génétique criminalistique tout
en étant phénotypiquement neutres. Plusieurs types de polymorphismes de I'ADN ont été

utilises comme marqueurs du génétique, chacun révélant un niveau différent de variabilité.
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1.1.1. POLYMORPHISME DE LONGUEUR DES FRAGMENTS DE RESTRICTION

Le polymorphisme de longueur des fragments de restriction ou RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) résulte de variations individuelles de la localisation de sites de
restriction pour une enzyme donnée. Il peut étre di soit a une création ou une suppression
d'un site de restriction en relation avec une mutation soit & une variation de distance entre
deux sites suite & une insertion ou une délétion d'ADN.

Ces polymorphismes sont révélés par la méthode du Southern blot [Southern, 1975] aprés
digestion enzymatique (généralement par Hinfl en Europe et par Haelll aux Etats Unis) de
I'’ADN extrait afin d'observer, grace a leur reconnaissance par une sonde marquée, des

fragments différant par leur longueur [Botstein et al., 1980 ; Wyman et White, 1980].

1.1.2. POLYMORPHISME DE REPETITION

Environ 30% de la partie non codante du génome humain est constitué de séquences répétées.
Le polymorphisme de répétition est créé par des séquences courtes (dites séquences noyau ou
motif de base), non codantes, répétées de maniére juxtaposée. Ces sequences montrent une
trés grande variabilité dans le nombre de répétitions dites en tandem de la séquence noyau et
sont transmises de fagon stable selon les lois mendéliennes. Selon la structure et le nombre de
répétitions du motif de base formant le polymorphisme, on distingue les minisatellites et les

microsatellites.

1.1.2.1.  Minisatellites

La découverte des minisatellites par Alec Jeffreys en 1985 [Jeffreys et al., 1985a] a
révolutionné I'utilisation de I'ADN en matiére d'identification et de filiation. Le motif de base
de ces marqueurs, également appelés VNTR (Variable Number of Tandem Repeats)
[Nakamura et al., 1987], compte entre 9 et 100 pb. Il est réitéré entre deux et quelques
centaines de fois a chaque locus [Tautz, 1989 ; 1993] générant ainsi des fragments de 500 pb
a 20 kpb en taille. Les minisatellites se trouvent plus fréquemment dans les régions

subtélomériques des chromosomes [Royle et al., 1988 ; Amarger et al., 1998] et leur

16



variabilité semble étre liée a des recombinaisons méiotiques (*'crossing-over") inégales et des

conversions génétiques [Jeffreys et al., 1994 ; Jeffreys et al., 1998].

1.1.2.1.1. Les sondes multiloculaires

Les VNTR étaient en premier lieu détectés par hybridation de sondes constituées de
répétitions de la sequence noyau a I'ADN genomique transféré sur membrane apres restriction
enzymatique (technique Southern blot).

Les séquences noyau partagées par différents loci minisatellites permettaient la détection
simultanée de nombreux minisatellites, produisant ainsi des combinaisons hypervariables de
multiples bandes appelées empreintes ADN. Les deux sondes multiloculaires 33.6 et 33.15
ont été décrites en premier et sont les plus utiliseées [Jeffreys et al., 1985b ; 1985c ; Gill et al.,
1985]. Chacune de ces sondes permet de détecter typiquement 17 fragments par personne
variant de 3,5 a plus de 20 kpb. Les deux sondes permettent la détection de différents
fragments d'’ADN se chevauchant sur 1% seulement [Jeffreys et al., 1986]. Par la suite,
d'autres sondes multiloculaires ont été décrites en raison de la trés grande variabilité de
structure du motif de base. En effet, il a été montré que quasiment toute sonde a séquence
répétée en tandem, permet, dans une certaine mesure, de détecter de multiples fragments
variables d'’ADN [Vergnaud, 1989]. Les sondes multiloculaires les plus efficaces comportent
un fort pourcentage de guanine et sont similaires a la séquence noyau des sondes de Jeffreys.
L'utilisation de deux sondes, complémentaires de deux types de séquences noyau, permet
d'obtenir une empreinte ADN partagée uniquement par les jumeaux monozygotes [Jeffreys et
al., 1991].

Les analyses par sondes multiloculaires nécessitent 500 ng d’ADN pour obtenir un profil
génétique aisement interprétable [Ludes et Mangin, 1992]. Leur efficacité se trouve limitée
lors de l'interprétation d'empreintes incompleétes résultant d’une dégradation partielle ou d'une
faible quantité d'/ADN et lors de comparaisons de différentes autoradiographies montrant de
subtiles variations de stringence d'hybridation de la sonde. L’interprétation est impossible
dans le cadre d’analyse d’échantillons contenant I’ADN de plus d'un contributeur. De plus,
cette méthode est trés sensible aux contaminations par des microorganismes puisque les
motifs de base des sondes multiloculaires permettent de détecter des sequences de génomes
bactéeriens, notamment celui de Escherichia coli.

Les empreintes génétiques fournissent un "phénotype de I'ADN" et non le génotype, ce qui

rend les informations sur les loci polymorphiques et les alleles inaccessibles. Ainsi, dans le
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cas de tests de paternité, la survenue de mutations dans les lignees germinales induit
I'apparition de nouveaux fragments. Celles-ci ne pouvant pas étre attribuées aux parents

veéritables, la comparaison des empreintes révele une exclusion apparente.

1.1.2.1.2. Les sondes uniloculaires

Alors que I'utilisation de sondes multiloculaires a persisté quelques années dans les tests de
paternité, I’analyse génétique en criminalistique a rapidement opté pour ['utilisation de
minisatellites spécifiques, les sondes uniloculaires (single locus probes, SLP) [Giusti et al.,
1986 ; Kanter et al., 1986]. Chaque SLP révele un seul RFLP hautement polymorphe ce qui
permet de déduire les informations génotypiques et simplifie grandement l'interprétation des
empreintes obtenues. De multiples SLP ont été isolés et clonés [Nakamura et al., 1987 ;
1988 ; Wong et al., 1986 ; 1987].

Toutefois, le pouvoir d'incrimination pour chacune des sondes uniloculaires est plus faible
que celui des sondes multiloculaires et il est nécessaire de réhybrider a plusieurs reprises les
membranes de transfert. Les sondes permettant d'explorer des régions polymorphes
recommandées pour l'identification des individus, ont été isolées et décrites en 1987
[Nakamura et al., 1987]. Le locus le plus variable et le plus informatif est MS1 dont les alléles
varient en taille entre 1 et 23 kpb. Par hybridation Southern blot il est possible de différencier
deux alléles chez plus de 99% des individus. Les répétitions en tandem du motif noyau de
9 pb engendrent 2400 alleles tous représentés dans la population humaine [Wong et al., 1987 ;
Smith et al., 1990].

Le principal avantage de I'analyse SLP est I'énorme variabilité de certains minisatellites et la
connaissance de leur taux de mutation. De méme, lI'analyse de mélanges d’ADN de plusieurs
individus est possible. Cette méthode nécessite beaucoup de temps et d'’ADN non dégradé (20
a 50 ng d'’ADN génomique) [Ludes et Mangin, 1992].

1.1.2.1.3.  Développement de la PCR

Les limites des technologies décrites ci-dessus sont essentiellement dues a la quantité
minimale d'’ADN "cible" nécessaire et I'absence de dégradation par des facteurs physiques et
de contamination fongique ou bactérienne. Cependant, elles peuvent étre contournées par
I'amplification spécifique des régions informatives de 'ADN. La technique dite de polymerase
chain reaction (PCR) décrite en 1986 [Mullis et al., 1986 ; Mullis et Faloona, 1987] autorise
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I'analyse de quantités minimes d'’ADN méme dégrade. En effet, cette technique permet a
chaque cycle thermique, comportant la dénaturation, I'nybridation et I'élongation, la synthése
spécifique de novo du fragment flanqué par les amorces, par leur extension simultanée sur les
deux brins complémentaires in vitro. Ainsi, a partir d'une molécule d'/ADN, en 20 & 25 cycles
de PCR, sont théoriquement formées 2°° & 2%° copies, si l'efficacité de la réaction atteint
100%. La PCR est aujourd'hui a la base des profils génétiques.

Les premiers systemes d'identification génétique basés sur la PCR étaient couplés aux sondes
SSO (Sequence specific oligonucleotide) [Conner et al., 1983] et avaient pour cible un faible
nombre de polymorphismes ponctuels dans le géne HLA DQ alpha [Saiki et al., 1986 ;
Helmuth et al., 1990]. Ces systéemes étaient utiles lorsque la technologie SLP ne permettait
pas de conclure mais étaient de pouvoir discriminant tres faibles et difficilement interprétables
dans les cas de mélanges. Ainsi pendant une période, les tests PCR et SLP étaient faits en
paralléle et ce jusqu'au développement de l'amplification des minisatellites [Jeffreys et al.,
1988 ; Boerwinkle et al., 1989]. C'est la découverte des microsatellites couplée au
développement du séquencage qui a conduit aux puissants systemes d'identification dont nous

disposons aujourd'hui.

1.1.2.2.  Microsatellites

Le motif de base des microsatellites ou STR, compte entre 2 et 6 pb et est réitéré entre deux et
environ cinquante fois a chaque locus [Litt et Luty, 1989 ; Tautz, 1989] genérant des alléles
variant en taille entre 50 et 500 pb.

Contrairement aux minisatellites, les STR ont une distribution plutét uniforme sur le génome
avec la présence d'un locus toutes les 6 a 10 kpb [Beckman et Weber, 1992]. Leur variabilite
semble principalement liée a des dérapages de réplication [Di Rienzo et al., 1994].

La structure des STR peut étre simple ou complexe [Urquhart et al., 1994 ; Lazaruk et al.,
2001]. Les STR complexes montrent une grande variabilité et sont de ce fait plus informatifs,
alors que les STR simples permettent une standardisation facile et montrent un taux de
mutation plus faible. Les taux de mutation des STR sont tres variables [Asicioglu et al., 2004 ;
Leopoldino et Pena, 2003] et dépendent principalement de la structure et la longueur du
marqueur [Brinkmann et al., 1998].

Les microsatellites dont la séquence noyau est un dinucléotide, sont les plus fréquents dans le
génome humain mais leur analyse basée sur la PCR est la moins adaptée a l'identification

génétique. En effet, des dérapages, analogues a ceux survenant lors de la réplication in vivo,
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surviennent lors de I'amplification in vitro de dinucléotides répétés en tandem provoquant
I'apparition de sous-produits artéfactuels appelés stutters ou pics de "bégaiement” de la
polymérase [Hauge et Litt, 1993 ; Litt et al., 1993]. Ces produits correspondent en taille a des
alleles réduits le plus souvent d'une ou de deux répétitions par rapport a l'alléle réel. Les
stutters apparaissent moins fréequemment lors de I'analyse de tétra- ou pentanucléotides, ce qui
les rend plus appropriés aux applications médico-légales. La réduction de la proportion des
stutters est cruciale pour I'analyse de mélanges d'’ADN de plusieurs individus.

D'autres facteurs de validation entrent dans la sélection de STR pour l'identification génétique
parmi lesquels I'absence d'autres produits artéfactuels, la robustesse de I'analyse du marqueur
et en particulier la taille et la possibilite d'analyse simultanée avec d'autres marqueurs. En
effet, ces derniers criteres sont cruciaux lors de l'analyse d'’ADN dégradé ou en trés faible
guantité.

Aujourd'hui, les microsatellites sont détectés par amplification PCR grace a des amorces
marquées par des fluorophores et analysés par électrophorese capillaire automatique. Les kits
commercialement disponibles permettent I'analyse entierement automatisée et simultanée de
15 marqueurs ainsi que celle du gene de I'amélogénine afin de révéler le sexe de la personne a
I'origine de I'échantillon [Akane et al., 1992 ; Sullivan et al., 1993]. Le pouvoir discriminant
de ces profils génétiques est tres fort avec la probabilité pM que deux personnes prises au

hasard partagent les mémes alléles inférieure & de 10™ [Pascal, 1998].

1.1.3. LES MARQUEURS HAPLOTYPIQUES

Les marqueurs autosomaux subissent un brassage génétique a chaque génération puisqu'ils
sont transmis de maniére biparentale. Ainsi, la moitié de lI'information génétique d'un individu
lui vient de son pére et l'autre moitié de sa mere. Les marqueurs uniparentaux, c'est a dire
ceux situés sur le chromosome Y et sur I'ADN mitochondrial, sont transmis d'une génération a
l'autre sans changement sauf dans le cas de mutations. Les marqueurs de I’ADN
mitochondrial, transmis de mére a enfant, permettent de retracer les lignées maternelles [Oota
et al., 1995] et ceux du chromosome Y, transmis de pére en fils, les lignées paternelles
[Schultes et al., 1999]. Cette caractéristique rend les marqueurs moins informatifs pour
I'identification individuelle. L'information génétique de chaque marqueur uniparental est

appelée haplotype au lieu de génotype puisqu'un seul allele est détecté par individu.
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1.1.3.1. Marqueurs du chromosome Y

Le premier microsatellite polymorphique du chromosome Y, aujourd’hui nommé DYS19, a
été décrit en 1992 [Roewer et Epplen, 1992]. Depuis, des centaines de marqueurs
polymorphiques ont été décrits comme résultat direct de la disponibilité des informations de
séquence du Projet du Génome Humain (Human Genome Project) et des avancements des
outils bioinformatiques pour I'exploitation des banques de données de séquences [Ayub et al.,
2000].
En 1997, une communauté scientifique européenne a établi un ensemble de 9 microsatellites
du chromosome Y définissant I'haplotype "minimal™ et des marqueurs supplémentaires créant
I'naplotype "étendu” [de Knijff et al., 1997 ; Kayser et al., 1997 ; Roewer et al., 2001]. En
2003, la communauté scientifique américaine (Scientific Working Group on DNA Analysis
Methods, SWGDAM) a défini I'haplotype minimal incluant les 9 loci "européens” et 2 autres
marqueurs, qui font partie des Kits pour application en criminalistique commercialement
disponibles aujourd'hui.
Les marqueurs bialléliques tels que les polymorphismes d'un seul nucléotide (Single
Nucleotide Polymorphisms, SNP) ou les petites insertions ou délétions (indels) représentent
une autre classe importante des marqueurs du chromosome Y. On se réfere parfois a ces
marqueurs en les nommant les polymorphismes d'événement unique car leur taux de mutation
est beaucoup plus faible que celui des STR (~10" contre ~10° mutations par génération) [de
Knijff, 2000 ; Kayser et al., 2000 ; Kayser et Sajantila, 2001]. Le premier marqueur
biallélique du chromosome Y a été décrit en 1994 [Hammer, 1994]. L'utilisation de la
chromatographie liquide a haute pression en condition dénaturante (DHPLC) par le groupe de
Underhill a permis la disponibilité d'information sur plusieurs centaines de SNP du
chromosome Y [Underhill et al., 1997 ; Underhill et al., 2000 ; Y-chromosome Consortium,
2002].
L'étude du chromosome Y présente deux avantages principaux : la speécificité de I'ADN
masculin lors de l'analyse de mélanges d'ADN et la possibilité de suivre les lignées
paternelles. Outre dans les recherches médicales comme celle de l'origine de l'infertilité
masculine [Carvalho et al., 2003], les marqueurs du chromosome Y peuvent étre utilisés pour
de nombreuses applications telles que :

. l'analyse criminalistique d'indices dans le cadre d'agressions sexuelles [Sibille et al.,

2002 ; Parson et al., 2003] en permettant l'amplification spécifique de I'ADN

masculin. Ceci peut éviter les extractions différentielles pour séparer les
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spermatozoides des cellules épithéliales ainsi que le masquage du profil masculin par
le profil féminin ;

« la recherche de personnes disparues pour laquelle tout parent en lignée paternelle peut
étre utilise comme échantillon de référence [Dettlaff-Kakol et Pawlowski 2002 ;
Koyama et al., 2002] ;

. les tests de paternité déficiente pour relier les enfants masculins a une lignée paternelle
[Santos et al., 1993 ; Jobling et al., 1997 ; Rolf et al., 2001] ;

. les études d'évolution et de migrations humaines, car I'absence de recombinaisons
(région non recombinante du chromosome Y, Non recombining region of the Y
chromosome, NRY) permet la comparaison d'individus masculins sépares par de
longues périodes de temps [Underhill et al., 2001 ; Ke et al., 2001 ; Keyser-Tracqui et
al., 2005] ;

« les recherches historiques ou généalogiques puisque dans la majorité des sociétés le
nom de famille se transmet de pére en fils [Foster et al., 1998 ; Jobling, 2001, Sykes et
Irven, 2000 ; Trumme et al., 2004].

Pour tous les marqueurs uniparentaux, l'interprétation statistique est plus compliquée et des
corrections appropriées tenant compte des sous-populations et des erreurs d'échantillonnage

sont nécessaires [Roewer et al., 2000 ; Roewer et al., 2001].

1.1.3.2. L"'ADN mitochondrial

La majorité du génome humain est contenue dans le noyau de la cellule. Cependant, les
mitochondries, organelles cytoplasmiques qui fournissent I'énergie a la cellule, contiennent un
petit génome circulaire ou chondrome de 16569 pb, portant 37 génes codant pour des
protéines impliquées dans le processus de la phosphorylation oxydative [Anderson et al.,
1981 ; Andrews et al., 1999]. Chaque cellule contient plusieurs mitochondries contenant
chacune plusieurs copies du chondrome. De ce fait, chaque cellule somatique comporte entre
environ 200 et 1700 copies d’ADN mitochondrial (ADNmt) selon le type de tissus [Holland et
Parsons, 1999]. Ainsi, suite a la mort cellulaire, il est plus probable de mettre en évidence une
information issue de I'ADNmt, que celle contenue dans I'ADN nucléaire. L'analyse de
I'’ADNmt est une méthode efficace pour I'étude d'ossements, d'échantillons anciens contenant
de I'ADN dégrade et particulierement des tiges des cheveux ne contenant pas de bulbe
[Holland et Parsons, 1999 ; Budowle et al., 2003].
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Le chondrome humain a été séquencé en 1981 [Anderson et al., 1981]. Cette séquence
(Genbank accession M63933) est aujourd’hui utilisée comme référence a laquelle est
comparée toute nouvelle séquence d ADNmt [Andrews et al., 1999].

La région contréle, connue sous le nom de D-loop (displacement loop), présente un degré de
variation inter-individus relativement important, rendant son analyse utile pour l'identification
individuelle. De plus, le taux de mutation de I'ADNmt est de 5 a 10 fois supérieur a celui de
I'’ADN génomique. La méthode la plus répandue consiste en I'amplification par PCR puis le
séquencage d'environ 610 pb sur deux segments qui sont particulierement polymorphes, les
régions hypervariables | et 11 (HVI et HVII). Il a été estime qu'environ 1 a 3% des nucléotides
disséminés sur HVI et HVII varient entre deux individus sans liens de parenté [Butler et
Levin, 1998 ; Kogelnik et al., 1996 ; Brandon et al., 2005]. L'analyse de SNP situés en dehors
de ces régions augmente le pouvoir discriminant de I'ADNmt [Vallone et al., 2004 ; Coble et
al., 2004 ; Niederstatter et al., 2005 ; Divne et Allen, 2005].

Dans le cas de 'ADNmt, la pM moyenne étant elevée (de environ 0,005 a 0,025) [Budowle et
al., 1999], il est préférable d'évaluer la signifiance d'une identité par la méthode de comptage
[Parson et al., 2004] en examinant le nombre de fois ou une séquence est observée dans une

base de données spécifique d'une population.

L'ADNmt présente les caractéristiques suivantes :

. absence de recombinaison : les marqueurs (quasiment tous SNP mais aussi variants de
longueur tels les stretch de C) n'ont pas une ségrégation indépendante ce qui réduit la
diversité [Comas et al., 2004] ;

« transmission uniparentale (par la mere) : tous les membres d'une lignée maternelle
partagent le méme haplotype ;

. fréquences élevées de certains haplogroupes dans certaines populations [Richards et
Macaulay, 2001 ; Comas et al., 2004] ;

« présence d'hétéroplasmies, en proportion plus ou moins importante : différentes séquences
peuvent étre trouvées dans les cheveux ou tissus d'une personne voire méme dans des
parties différentes d'un méme cheveu ce qui rend l'interprétation des résultats compliquée
[Tully et al., 2004 ; Grzybowski, 2000 ; Grzybowski et al., 2003]. Les mutations qui
distinguent les types hétéroplasmiques sont particulierement fréquentes a des sites
particuliers appelés "hot spots™ ce qui peut étre incorporé a l'interprétation [Tully et al.,
2001]. Une hétéroplasmie partagée par deux échantillons peut étre un avantage et
augmenter le pouvoir discriminant de '’ADNmt [Ivanov et al., 1996].
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1.1.4. DETERMINATION DU SEXE

Le détermination génétique du sexe repose sur I’amplification d’une partie du géne de
I’amélogénine présent sur les deux chromosomes sexuels X et Y avec une homologie de 90%
entre les deux séquences homologues. Le gene de I’amélogénine a été séquencé sur le
chromosome X et Y en 1991 [Nakahori et al., 1991a]. Une différence entre les séquences
présentes sur chacun des deux chromosomes, due a de nombreuses délétions dans les régions
répétées du gene, permet l'utilisation du géne de I'amélogénine pour la détermination du sexe
[Nakahori et al., 1991b].

La méthode de sexage utilisée aujourd'hui est basée sur I’amplification d’une région du 1%
intron, située en dehors des régions recombinantes, présentant une délétion de 6 pb sur le
chromosome X [Sullivan et al., 1993]. La taille des fragments amplifiés, 106 pb pour le
chromosome X et 112 pb pour le chromosome Y, est parfaitement adaptée a I'étude
d'échantillons tels qu'ils peuvent étre rencontrés lors de I'identification médicolégale ou
criminalistique et paléoanthropologie, c'est-a-dire dégradés ou en trés faible quantiteé.
Actuellement, les kits commerciaux d’amplification des STR autosomaux incluent

systématiquement I’amplification de cette portion du gene de I’amélogénine.

1.1.5. DOMAINES D'APPLICATIONS

Les profils génétiques, et a fortiori les marqueurs génétiques de maniere générale, trouvent
leurs applications dans différents domaines.

Dans le domaine médical, que ce soit lors du diagnostique prénatal [Camire et al., 2003 ;
Shawky et al., 2002], la détection de maladies génétiques, la détection de sensibilité ou de
résistance a des médicaments [Suzuki et al., 2005], ou la pharmacogénétique. Certains
marqueurs, quelque soit leur nature (polymorphisme de longueur, de répétition ou de
séquence), sont responsables de maladies génétiques ou peuvent y étre liés. La dystrophie
musculaire, la maladie de Huntington, le syndrome de I'X fragile, la fibrose cystique ou
encore des maladies cancéreuses sont des exemples de maladies génétiques liées a des STR
du fait de leur expansion [Panzer et al., 1995 ; Sinden et al., 2002]. Des marqueurs SNP sont
aussi liés a des maladies génétiques ou leur prédisposition telles le diabete, la maladie de
Creutzfeldt-Jakob, ou encore différents cancers [Silander et al., 2004 ; Croes et al., 2004 ;
Kidd et al., 2005 ; Kammerer et al., 2005 ; Hemminki et al., 2005 etc.] Ces marqueurs

peuvent alors étre utilisés pour le diagnostique prédictif.
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Les marqueurs genétiques non liés aux maladies permettent aussi la détection d'aneuploidies
chromosomiques [Quaife et al., 2004] ou I'existence d'un mosaisme somatique dans le cadre
du diagnostique prénatal.

Dans le domaine vétérinaire les empreintes génétiques permettent [I'établissement de
pedigrees, l'identification des especes et les etudes phylogénétiques [Parson et al., 2000 ;
Hebert et al., 2003]. Ceci est particulierement important dans le cadre de la lutte contre le
trafic d'individus appartenant a des espéces protégées par la convention de Washington et de
la protection d’espéces en voie d’extinction [Martinez-Cruz et al., 2004]. L'étude génétique de
fossiles permet de déterminer leur aire de répartition avant extinction de I’espece et facilite
ainsi sa réintroduction. L’histoire des populations animales, mais aussi végétales et humaines,
et leur répartition peuvent ainsi étre étudiées [Leonard et al., 2000]. L'identification de
I'espece ou d'un individu animal trouve aussi son application en médecine légale.

De méme, dans le cadre d'élevage d'oiseaux la détermination génétique du sexe d'un individu
est trés utile chez certaines espéces qui ne présentent pas de dimorphisme sexuel apparent
[Griffiths et al., 1998].

Dans le domaine agroalimentaire l'analyse génétique peut étre utilisée dans le cadre de la
certification des produits.

Enfin, les applications spécifiques des empreintes genétiques aux fins d'identification et de
filiation regroupent les études des populations du passé et la médecine légale, englobant la
criminalistique, les tests de filiation, les recherches de personnes disparues et l'identification
des victimes de catastrophes de masse. Les réponses apportées par les empreintes génétiques

telles qu'elles sont utilisées en médecine légale sont listées ci-dessous.

1.1.5.1. Transplantations

Les marqueurs génétiques pourraient permettre de déterminer l'origine d'un échantillon dans
le cas de transplantations, domaine sujet au trafic d'organes.

De méme, ils permettent le suivi de greffes de la moelle osseuse ou le profil génétique obtenu
a partir du sang de l'individu transplanté (receveur), qui passe par 3 stades en cas de greffe
réussie [Schraml et al., 2003]. Tout d'abord on détecte le profil du receveur seul, puis un

melange des profils du receveur et du donneur et enfin uniquement le profil du donneur.
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1.1.5.2. Détermination du sexe

En médecine légale et dans le cadre de spécimens anciens, la détermination du sexe de restes
squelettiques par I’analyse morphométrique peut étre difficile voire impossible. En effet, cette
approche basée sur des différences ostéologiques entre les deux sexes, outils de
I’anthropologie physique dite classique, dépend du type d’ossements retrouvés et n'est donc
pas toujours possible (par exemple dans le cas de squelettes incomplets) ni parfaitement fiable
(sexage de squelettes juvéniles). La méthode la plus fiable, dite méthode de Bruzek, est basée
sur I'étude des os coxaux. Cependant, il est souvent difficile de I'appliquer car ces os sont
positionnés de maniére verticale par rapport a I'axe du squelette. Ainsi, lorsqu'un corps n'est
pas protegé par un cercueil ou un coffre, I'érosion endommage ces ossements. L'étude de
I'’ADN a rendu possible la détermination du sexe d’un individu de maniére relativement fiable
a partir d’éléments osseux ne permettant pas un sexage morphométrique. L'analyse de I'ADN
ancien a permis d'étudier I'organisation des zones d’inhumations et des pratiques funéraires

notamment en fonction de I'organisation suivant le sexe des individus.

1.1.5.3. Identification d’un individu et des liens de parenté

Un marqueur génétique est utilisable en médecine légale a condition de répondre a un certain
nombre de critéres. Tout d'abord, il doit suivre un mode héréditaire bien établi. Ainsi on
distingue les marqueurs autosomaux, a hérédité mendélienne, et les marqueurs haplotypiques,
a hérédité monoparentale et donc liée. Ensuite, il doit présenter un faible taux de mutation et
étre polymorphe, et par conséquent posséder un fort degré d'hétérozygotie, pour étre
informatif. 1l ne doit pas présenter de déséquilibre de liaison avec les autres marqueurs
sélectionnés ou avec des marqueurs de maladies génétiques. Il doit étre phénotypiquement
neutre c'est-a-dire non acteur dans la synthese protéique. Enfin, il est nécessaire de connaitre
ses fréquences alléliques dans la population concernée. La technique d'analyse doit étre
simple, rapide, reproductible, peu onéreuse. Elle doit permettre la détection fiable des alleles

et nécessiter peu d’/ADN.

L'identification est I’étape préalable a toute étude de parenté ou de génétique des populations.
L'application de I'identification individuelle (d'agresseurs ou de victimes) en criminalistique
devient pratique courante car elle apporte un complément de preuves aux investigations

policieres. Cependant, il est important d'intégrer la détection de I'empreinte d'un individu sur
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une scene de crime dans le contexte de ce dernier. En effet, il existe un risque non négligeable
que celle-ci soit rapportée sur les lieux antérieurement ou postérieurement au crime.

Les empreintes génétiques sont utilisées pour les tests de parenté que ce soit dans un cadre
civil, pénal ou de recherche en paléoanthropologie. Dans ce dernier domaine, I'établissement
de relations de parenté est abordé classiqguement par I’anthropologie physique grace a
I’analyse des caractéres discrets considérés comme des variations phénotypiques non
pathologiques. Une fois la relation de parenté déterminée, ces caractéres ne permettent
cependant pas la précision du lien familial existant. Certains de ces caractéres ont une forte
héritabilité, mais leur cause multifactorielle peut conduire a des résultats biaisés.

Les marqueurs de I’ADN mitochondrial permettent de retracer les lignées maternelles [Oota
et al., 1995] et ceux du chromosome Y les lignées paternelles [Schultes et al., 1999].
L’analyse des marqueurs de I’ADN nucléaire (STR autosomaux) permet de déduire des liens
de proche parenté (parents/enfants, grand parents/petits enfants, oncle/neveu, frére/frére, etc.)
[Keyser-Tracqui et al., 2003]. Le mode de transmission mendélien de I'ADN nucléaire limite
I'efficacité a des parentés proches (grand-parents et petits enfants, oncles neveux, cousins
etc.). Lors de I'étude de parents plus éloignés, et dans le cas idéal, il convient d’étudier les 3
types de marqueurs génétiques (ADN nucléaire - autosomes et chromosome Y - et ADNmt).
Le recours a l'analyse génétique dans le cadre de recherches de personnes disparues et de
I'identification de victimes de catastrophes de masse (guerres [Primorac et al., 1996 ; Huffine
et al., 2001 ; Ladika, 2001 ; Birus et al., 2003], actes terroristes [Holland et al., 2003 ;
Budimlija et al., 2003 ; Brenner et Weir, 2003 ; Budowle et al., 2005], crash d'avions [Ludes
et al.,, 1994 ; Olaisen et al., 1996 ; Hsu et al., 1999 ; Leclair et al., 2004] ou encore
catastrophes naturelles [Ladika, 2005]) permet des investigations et des conclusions qui
seraient impossibles en leur absence. De plus, sur de tels sites, a l'image de sites
anthropologiques ou les corps sont souvent superposés et les restes mélangés, il est difficile

d'attribuer correctement les restes a un individu [Komar, 2003].

1.1.5.4. L'ADN extrait de tissus anciens

L'étude de I'ADN "ancien" s'est développée relativement récemment. Durant les premiéres
années, la grande majorité des investigations était restreinte a I’analyse de I’ADN issu de
tissus mous provenant de momies. Or, les tissus anciens mous sont relativement rares et les
modifications physico-chimiques de I'ADN présentent un frein au clonage. Ainsi, il fallut

attendre la découverte de la technique d’amplification de I’ADN par PCR [Saiki et al., 1985],
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son optimisation [Millis et Faloona 1987 ; Saiki et al., 1988] et le développement de
I'extraction d’ADN a partir de tissus durs [Hagelberg et al., 1989 ; Horai et al., 1989 ; Hanni et
al., 1990] pour que les études en ADN ancien prennent leur essor. Contrairement au clonage,
la PCR est peu sensible a de 1égéres modifications chimiques de la molécule d’ADN et permet
de travailler avec une quantité d’ADN beaucoup plus faible. Il est cependant démontré qu’en
dessous de 1000 copies intactes les risques d’erreurs d’amplifications ne permettent pas
d’authentifier les résultats [Handt et al., 1996]. De méme le pouvoir d’amplification par PCR
rend toute contamination par de I’ADN exogéne fatale pour les éventuels fragments d’ADN
ancien susceptibles d’étre amplifiés. Dans ces cas, le clonage des produits d’amplification est
utile pour réveler les différentes copies d’/ADN présentes a l'origine [Cooper et Poinar, 2000].
Parmi les applications de I'ADN ancien, on peut souligner la génétique des populations,
I'écologie, la climatologie, la médecine, I'archéologie et I'anthropologie moléculaires,
I'évolution culturelle et comportementale [Brown et Brown, 1994 ; Cooper et al., 2001 ;
Hofreiter et al., 2001 ; Kaestle et Horsburgh, 2002 ; Paabo et al., 2004 ; etc.] ou encore la
paléopathologie, la paléoépidémiologie [Filon et al., 1995 ; Crubézy et al., 1998 ; Zink et al.,
2001 ; 2005 ; Raoult et al., 2000] et I'¢tude de la domestication d'espéces végétales et
animales [Watanobe et al., 2001 ; Jaenicke-Despres et al., 2003 ; Manen et al., 2003;
Vouillamoz et al., 2003].
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1.2.  Qualité et quantité des échantillons d’ADN

Dans les cellules vivantes, l'intégrité de I'ADN est continuellement maintenue par des
processus de réparation enzymatique [Lindahl, 1993]. Apres la mort de l'organisme, les
compartiments cellulaires qui normalement séquestrent les enzymes cataboliques éclatent, ce
qui engendre la dégradation rapide de I'ADN par des enzymes telles les nucléases. De plus, la
molécule d'ADN est alors exposée aux attaques bactériennes, fongiques et a celle des animaux
saprophages qui se nourrissent en dégradant les molécules [Eglinton et Logan, 1991 ; Mitchell
et al., 2005]. Dans de rares circonstances, telle I'adsorption dans une matrice minerale, I'ADN
peut échapper a la dégradation microbienne et enzymatique. Dans ces cas exceptionnels,
I'ADN est cible de processus chimiques plus lents tels I'nydrolyse et I'oxydation [Lindahl,
1993]. La plupart de ces processus est identique a ceux existant dans la cellule vivante, mais
ne sont plus contrebalancés par les systemes de réparation enzymatique apres la mort. Ainsi,
les Iésions s'accumulent de maniere irréversible jusqu'a la perte de l'information sur la
séquence nucléotidique. Occasionnellement, si la désintégration de 'ADN n'est pas compléte,
la technique PCR permet de révéler une partie de I'information.

L’ importance des processus de dégradation (enzymatique et chimique) touchant la molécule
d’ADN est sous I’étroite dépendance des facteurs environnementaux (humidité, température,
pH, etc.) [P&abo, 1989a ; Thomas et Padbo, 1993 ; Burger et al., 1999]. La préservation de la
molécule d’ADN varie donc considérablement en fonction des conditions environnementales.
Il n’existe pas de corrélation entre I’age de I’échantillon et le degré de préservation de I’ADN
[Hoss et al., 1996 ; Poinar et al., 1996] en deca d’une limite théorique de 100000 ans
[Hagelberg et al., 1989 ; Lindahl, 1993]. Au dela, seules des conditions de conservation
exceptionnelles permettraient de préserver [I’information génétique [Lindahl, 1993].
Cependant, les échantillons analysés ayant permis d’obtenir une séquence d'’ADN authentique
et reconnue par la communauté scientifique avoisinent les 50000 ans d’age (mammouth
conservé dans le permafrost) [HOss et Padbo, 1993 ; Hagelberg et al., 1994 ; Hoss et al.,
1994].

Dans certains cas, il est possible de pallier la perte d'information induite par la dégradation de
I'’ADN, par I'amplification de multiples fragments courts chevauchants suivie de leur clonage
puis séquencage ou encore par I'analyse de marqueurs ponctuel tels les SNP [Paabo et al.,
2004].
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Les acteurs et facteurs de dégradations mentionnés ci-dessous ne forment bien entendu pas
une liste exhaustive. Le plus souvent, le degré de conservation d'un prélevement biologique

dépend de l'interaction de différentes conditions du milieu dans lequel il se trouve.

1.2.1. DEGRADATION DE LA MOLECULE D’ADN

1.2.1.1.  Ruptures de brin

Le type de lésions le plus évident sur I'ADN dans les échantillons biologiques est sa
dégradation en fragments de taille généralement inférieure a 500 pb [Hofreiter et al., 2001 ;
Paédbo, 1989]. Cette réduction de taille des fragments est due a la fois a I'action des nucléases
et a d'autres processus non enzymatiques.

Les réactions d’autolyse dues a la rupture des compartiments cellulaires, libérant les enzymes
des lysosomes (nucléases, protéases, etc.), débutent dés la mort de la cellule. Ces enzymes
s’attaquent entre autre a la molécule d’ADN et aboutissent trés souvent a I’éclatement des
cellules. Les protéases s'attaguent aux protéines associées a I’ADN nucléaire et mitochondrial
les rendant plus accessibles a I’attaque des nucléases [Kelman et Moran, 1996]. Celles-ci vont
s’attaquer aux liaisons spots (endonucléases) et ainsi réduire la molécule d’ADN en fragments
de petite taille puis enlever des nucléotides a I’extrémité de ces fragments (exonucléases).
Cette dégradation enzymatique est accentuée par I’action des enzymes des micro-organismes
qui participent a la poursuite du processus de décomposition.

Des processus non enzymatiques aboutissent aussi a la réduction de la quantité et de la taille
de I'ADN. Par exemple, des clivages hydrolytiques non enzymatiques des liaisons spots
génerent des coupures monobrin [Lindahl, 1993]. De méme, les liaisons N-glycosidiques
reliant les bases azotées aux désoxyriboses peuvent étre sujettes aux clivages hydrolytiques
entrainant la perte des bases ce qui affaiblit I’hélice de I’ADN et favorise sa fragmentation.
Enfin, les radiations ultraviolettes peuvent également induire des coupures monocaténaires

dans les acides nucléiques.
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1.2.1.2.  Lésions hydrolytiques

La perte des groupements amines des bases azotées par hydrolyse, c’est-a-dire la déamination,
les rend incapables de s’apparier avec leurs bases complémentaires [Eglinton et Logan, 1991]
entrainant par exemple des erreurs de réplication lors de la PCR. Le pH et la température sont
deux des principaux facteurs influencant I’hydrolyse. Par ailleurs, elle est favorisée par un

milieu acide mais ralentie par des forces ioniques €élevées.

1.2.1.3.  Lésions oxydatives

Les attaques oxydatives affectent & la fois les bases (induisant des mutations) et les sucres
(entrainant une coupure des brins d’ADN) [Lindahl, 1993]. Leurs cibles étant les doubles
liaisons des noyaux penta- et hexameériques, I'oxydation induit leur rupture. Le compartiment
nucléaire de la cellule est un milieu anoxique alors que la mitochondrie est le centre du
métabolisme oxydatif. Ainsi, le processus d’oxydation agit en priorité sur le génome
mitochondrial plus vulnérable au stress oxydatif que I'ADN nucléaire [Yakes et VVan Houten,
1997 ; Bennetts et Aitken, 2005]. Ces facteurs pourraient étre impliqués dans la supériorité du

taux de mutation de I’ADN mitochondrial comparé a celui I’ADN nucléaire [Wallace, 1989].

1.2.2. FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX

Si I’on connait dans les grandes lignes les résultats des dégradations auxquelles est soumis
I”’ADN, il reste indispensable de connaitre le plus précisément possible les facteurs favorisant
ou limitant ces dégradations de maniére a sélectionner le matériel a analyser et connaitre ses
limites. Il est reconnu que le degré de préservation de I’ADN est dépendant des facteurs
environnementaux auxquels les restes humains ont été soumis [P&&bo, 1989a; Thomas et
Padbo, 1993 ; Burger et al., 1999].

Que ce soit sur une scéne de crime ou sur les sites de fouilles archéologiques, il est bien
évident que la réunion de I'ensemble des conditions favorables & une conservation optimale de
I”’ADN est difficile.
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1.2.2.1. Laquantité d'oxygene

L'oxygene étant indispensable aux processus d'oxydation, a l'activité et la prolifération de
micro-organismes aérobies, les dégradations de I'ADN induites par ces mécanismes sont
directement dépendantes de sa quantité présente dans I'environnement de [I'échantillon

biologique.

1.2.2.2. Latempérature

Les essais menés par de nombreuses équipes suggerent que parmi les facteurs qui régissent la
conservation de I'ADN pour des spécimens de quelques centaines a quelques milliers
d'années, la température joue un role prépondérant. Une corrélation positive a été montrée
entre la latitude et la probabilité de retrouver de I’ADN endogene [Reed et al., 2003]. Ces
constatations sont argumentées par les résultats des analyses réalisées a partir de matériels
provenant de tombes gelées [Leonard et al., 2000 ; Ricaut et al., 2004] et I’échec ou la
suspicion concernant les études des restes anciens originaires de régions chaudes [Marota et
al., 2002].

1.2.2.3.  L'humidité

La présence d’eau ou d’un degré d’humidité important favorisent I’hydrolyse et I’activité
enzymatique des micro-organismes [Lindahl, 1993 ; Burger et al., 1999]. En conséquence, un
milieu sec mais tempéré, amenant a une dessiccation rapide des tissus, serait favorable a la

préservation de I’ADN et a I’efficacité des amplifications.

1.2.2.4. LepH

Un pH neutre ou basique dans les échantillons ou dans le lieu d’enfouissement favorise la
préservation de I’ADN [Lindahl, 1993 ; Burger et al., 1999]. Cependant, il arrive que, malgré

un pH basique du milieu, I’échantillon lui-méme présente un pH acide.
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1.225. LesUV

Les photons du rayonnement ultraviolet (des UVC aux UVA) sont fortement énergétiques et
peuvent initier des réactions photochimiques dans les biomolécules [Freeman et al., 1989].
Les principales lésions de I'ADN induites par I'exposition aux UVB (290-320 nm), qui sont
les rayons traversant la couche d'ozone atmosphérique (contrairement aux UVC) et fortement
absorbés par les protéines et les acides nucléiques (contrairement aux UVA) [Freeman et al.,
1989], sont notamment la formation de diméres de cyclobutane-pyrimidine et de
photoproduits de pyrimidine-pyridone [de Laat et al., 1996 ; Anderson et Parrish 1981 ;
Kanofsky et Sima 1991]. D'autres changements non-dimériques peuvent étre induits par les
radiations UV, tels les photohydrates de cytosine ou encore des coupures monobrin de 'ADN
[Ananthaswamy et Pierceall, 1990 ; Hussein, 2005].

33



1.3.  Avantages et inconvenients des techniques actuelles

Le pouvoir discriminant élevé des STR lié au polymorphisme de chaque locus est leur
avantage principal et en fait des outils de choix pour l'identification génétique [Lygo et al.,
1994 ; Budowle et al., 1999 ; Butler, 2001]. Grace a ces marqueurs, il est possible de générer
des profils génétiques a partir de trés faibles quantités d’ADN au moyen de la technique PCR.
Cependant, dans de fréquentes situations en criminalistique (mis a part les prélévements in
vivo) et en paléoanthropologie, les échantillons, soumis a la dégradation par les mécanismes
cités ci-dessus avant leur analyse sont loin d'étre de trés bons candidats pour I'analyse par
STR [Baret al., 1988]. En outre, des contaminants environnementaux peuvent se mélanger
aux prélevements a étudier, induisant une perte de signal des STR de taille plus importante.
Cette perte de signal, résultant en la perte d'alleles et/ou de locus complet (allelic/locus
dropout) [Whitaker et al., 1995], peut étre la consequence soit de la présence d'inhibiteurs de
PCR soit de la fragmentation de I'ADN. Le probléeme est exacerbé lors de l'utilisation de
réactions PCR a haut degré de multiplexage a cause de la vaste gamme de taille des amplicons
produits. Les kits STR commercialement disponibles pour les applications en criminalistique
peuvent genérer des amplicons variant en taille de 100 a 450 pb [Krenke et al., 2002].

Dans les cas ou I'ADN nucléaire est trop dégradé empéchant lI'analyse de STR, les laboratoires
ont recours a l'analyse de la séquence de I'ADNmt [Butler et Levin, 1998 ; Holland et Parsons,
1999]. Cependant, I'é¢tude de I'ADNmt est longue et ne permet pas une discrimination
individuelle a cause de son héritage non-mendélien.

Un autre désavantage des STR, particulierement prononcé lors des tests de paternité, est leur
taux de mutation relativement élevé puisque de I'ordre de 1 a 5 mutations par 1000 transferts
alléliques ou générations [Brinkmann et al., 1998 ; Lins et al., 1998 ; Mornhinweg et al.,
1998 ; Szibor et al., 1998 ; Henke et Henke 1999 ; Thomson et al., 1999 ; Butler, 2001 ].
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1.4.  Polymorphisme ponctuel de séquence

Les SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) sont des substitutions d'un seul nucléotide qui se
produisent a des positions ponctuelles spécifiques dans le génome (Figure 1a), générant des
alléles différents [Brookes, 1999]. Par definition, la fréquence de I'allele le moins représenté
doit étre au moins égale a 1% ; dans le cas contraire il serait considéré comme une mutation.
Ainsi, les petites insertions et délétions (indels), souvent comprises dans la dénomination SNP
utilisée de maniére trés large, ne correspondent pas strictement a la définition ci-dessus
(Figure 1b) puisqu'un tel événement induit un décalage du cadre de lecture de la séquence
(frameshift). Ces polymorphismes sont présents sur aussi bien 'ADN nucléaire que sur
I'’ADNmt.

AATAGCTGATCAEGGTCATGTAGCTA AATAGCTGATCAEGGTCATGTAGCTA

TTATCGACTAGTHCCAGTACATCGAT TTATCGACTAGTHCCAGTACATCGAT

AATAGCTGATCA@GGTCATGTAGCTA AATAGCTGATCAIGGTCATGTAGCTA

TTATCGACTAGTCCAGTACATCGAT TTATCGACTAGTICCAGTACATCGAT
a b

Figure 1 : Polymorphismes ponctuels de séquence.
a : Polymorphisme de séquence d'un seul nucléotide (SNP); b : Polymorphisme d'insertion ou de

délétion d'un nucléotide (indel).

En principe, les SNP pourraient étre des polymorphismes bialléliques, trialleliques ou
tétraalléliques. Cependant, chez 'Homme, les SNP présentant 3 ou 4 alléles sont tres rares,
raison pour laquelle ils sont en général considérés comme des marqueurs bialléliques. Cette
caractéristique s'explique par un taux de mutation faible [Nielsen, 2000] induisant une
probabilité quasi nulle de double mutation sur un méme locus. En moyenne, on trouve un
SNP toutes les 500 a 1000 pb chez I'Homme et les SNP forment plus de 90% du
polymorphisme génétique humain [Collins et al., 1998 ; International Human Genome
Mapping Consortium, 2001 ; Venter et al., 2001].
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A l'origine, les SNP sont issus de mutations survenues dans les cellules germinales et ayant
échappé au systeme de réparation de I'ADN. Ainsi, la mutation a pu étre transmise a la
descendance, a condition bien sdr gu'elle ne soit pas Iétale. Parmi les substitutions possibles,
on distingue les transitions, c'est a dire le remplacement d'une purine par l'autre purine
(G<=A) ou d'une pyrimidine par l'autre pyrimidine (C<T), et les transversions, c'est a dire le
remplacement d'une purine par une pyrimidine ou inversement (C&A, CoG, T&A, T&G).
Les polymorphismes les plus fréquents sont les transitions puisqu'elles n'impliquent pas le
changement de noyau des bases azotées. Ainsi la taille et la structure globale du nucléotide ne
sont pas modifiées et le systeme de réparation ne détecte pas le changement. De méme, il
semble que la prédominance de substitutions CT (G A sur le brin complémentaire) soit
aussi liée aux réactions de déamination de méthylcytosines [Holliday et Grigg, 1993].

Selon I'endroit ou ils apparaissent, ces polymorphismes peuvent avoir des effets différents sur
le phénotype. La diversité nucléotidique, ou la proportion de nucléotides différant entre deux
chromosomes choisis au hasard [Nei et Li, 1979], dans les exons est trés inférieure a celle
observée dans les régions non-codantes du génome. De plus, les SNP exoniques n'aboutissent
a des changements non synonymes de codons que dans 50% des cas [Nickerson et al., 1998].
Par exemple, la diversité nucléotidique peut étre trés inférieure a 0,1% dans certaines régions
hautement conservées du génome, alors que des régions particuliéres non-codantes des genes
HLA montrent des diversités nucléotidiques de 5 a 10%. Les SNP des régions codantes qui
affectent la fonction ou la structure des protéines encodées peuvent avoir des répercutions
cliniques. Les SNP des régions non-codantes peuvent aussi affecter la régulation des génes ou
présenter un déséquilibre de liaison avec une autre mutation ayant une conséguence
phénotypique. Ces SNP sont, de ce fait, importants en médecine pour le diagnostic et le
conseil génétique ou la spots [McCarthy et Hilfiker, 2000].

Cependant, la majorité des SNP est localisée dans les régions non codantes du génome et de
ce fait n'a pas d'impact déetectable sur le phénotype d'un individu. Ces SNP neutres sont tres
utiles en tant que marqueurs en génétique des populations [Nielsen, 2004 ; Marth et al., 2004],
pour les études de I'évolution moléculaire [Zhao et al., 2003 ; Y chromosome consortium,
2002] et les analyses génétiques appliquées a la criminalistique [Gill, 2001 ; Gill et al., 2004].

36



1.4.1. INTERET DES MARQUEURS SNP AUTOSOMAUX

La séquence d'analyse contenant les SNP peut étre réduite a 50 a 60 nucléotides puisque le
polymorphisme est ponctuel, alors que les STR utilisés aujourd'hui montrent des alléles allant
jusqu'a 450 pb en taille [Krenke et al., 2002]. Cette caractéristique est d'un grand intérét en
criminalistique et surtout en anthropologie moléculaire puisque la taille des amplicons est
critique pour I'étude d’ADN dégradés. Un autre exemple d'application de ces marqueurs est
I'identification de fragments de corps de victimes de catastrophes de masse qui peuvent étre
fortement altérés. Les SNP offrent la possibilité d'approfondir les analyses lorsque I'étude des
STR échoue, comme cela a été démontré dans I'identification de victimes de I'attentat du 11
septembre 2001 aux Etats Unis d’Amérique (World Trade Center).

Le taux de mutation des SNP, estimé & environ 10”° - 10® chez 'Homme [Wang et al., 1998 ;
Nielsen, 2000], est inférieur a celui des STR [Weber et Wong, 1993]. Ainsi, l'information
fournie par les SNP peut porter sur des périodes plus longues que celles pouvant étre étudiees
par les STR ou les VNTR [Mountain et al., 2002 ; Brion et al., 2002]. Dans le cas particulier
du chromosome Y, les SNP définissent des haplogroupes qui sont des groupes de séquences
ou haplotypes génétiquement proches obtenus par I'analyse des STR.

Leur faible taux de mutation et leur dispersion trés fréquente dans le génome [International
Human Genome Mapping Consortium, 2001] font des SNP des outils attractifs pour les tests
de paternité et les études en anthropologie [Reich et al., 2002]. En supposant I’absence
d’alleles nuls, I'incompatibilité entre les génotypes sur un seul locus suffirait a rejeter
I'nypothése de paternité.

Les SNP étant des polymorphismes binaires, leur détection, analyse et interprétation a haut
débit sont relativement aisées, adaptables a toutes les plateformes d'étude de I'ADN existantes
et automatisables [Gut, 2001]. L'analyse en tres haut débit rend plus faciles les études de
populations nécessaires a l'estimation précise des fréquences alléliques. Ces derniéres sont
essentielles a l'interprétation correcte de I'analyse d'haplotypes dans le cas des analyses du

chromosome Y ou de I'ADNmt.
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1.4.2. TECHNOLOGIES : GENOTYPAGE DE SNP

Le développement de méthodes de génotypage, de chimie et de plateformes est permanent et
trés rapide. Chaqgue technologie présente des avantages et des inconvénients. De ce fait il est
difficile d'en citer une comme étant idéale. Il est nécessaire de distinguer deux étapes dans
toute réaction de génotypage de SNP : (1) la discrimination allélique, durant laquelle seront

produit des analytes spécifiques de chaque alléle et (2) la détection des produits de celle-ci.

1.4.2.1. Technologies de discrimination allélique

1.4.2.1.1.  Hybridation

L'hybridation de sonde alléle spécifique (Allele specific oligonucleotide, ASO) est basée sur la
distinction de deux séquences ne différant que par une base par hybridation d'oligonucléotides
complémentaires [Wallace et al., 1979]. La stringence de I'nybridation doit étre optimisée afin
d'obtenir la stabilité des hybrides sonde - cible parfaitement appariés seuls et non celle des

hybrides contenant le mésappariement d'un nucléotide [Egholm et al., 1993 ; Nielsen, 2004].

1.4.2.1.1.1. PHARES MOLECULAIRES (MOLECULAR BEACONS)

Les sondes appelées phares moléculaires comportent trois régions : une région centrale, alléle
spécifique et complémentaire de I'ADN cible, bordée de deux régions complémentaires entre
elles portant a leurs extrémités les fluorophores (le fluorophore donneur (donor dye) en 5' et le
fluorophore receveur (quencher dye) en 3'). Ainsi a I'état non hybridé, la sonde est repliée sur
elle-méme et les fluorophores étant rapprochés, aucun signal détectable n'est émis. Lors de
I'nybridation avec I'ADN cible, la structure en épingle a cheveux s'ouvre en éloignant les deux
fluorophores ce qui permet I'émission de fluorescence par le fluorophore donneur et sa
détection [Tyagi et Kramer, 1996 ; Kostrikis et al., 1998 ; Tyagi et al., 1998] (Figure 2).

Cette technologie permet la détection de plusieurs sequences simultanément par I'utilisation

de sondes couplées a différents fluorophores [Tyagi et al., 1998 ; 2000 ; Marras et al., 1999].
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Région alléle C G

spécifique G
Fluorophore

donneur

e

Fluorophore ?

receveur i& _/.

C

ADN cible G G

Figure 2 : Principe de la discrimination allélique par hybridation alléle spécifique de phares

moléculaires.

Cependant, la capacité de détection de l'instrumentation est le facteur limitant du
multiplexage. Le couplage de cette méthode a la technique d'amplification par PCR permet de
suivre la production d'amplicons se traduisant par l'augmentation proportionnelle de la

fluorescence (PCR quantitative).

1.4.2.1.1.2. TECHNOLOGIE 5'NUCLEASE oU TAQMAN

Cette méthode repose sur l'activité 5' nucléase de I'ADN polymérase impliqueée dans la
réaction de PCR. En effet, en progressant celle-ci va déplacer et cliver la sonde alléle

spécifique hybridée a I'ADN cible (Figure 3).

Etape 1 : Hybridation de la sonde TagMan. Etape 2a : Polymérisation et déplacement de la sonde si

le complexe sonde/matrice contient un mésappariement

Amorce sens \ / i o
—

ADN cible Amorce
| .

anti-sens

44—

%%: R |  te e \/.
— AP IR 2
>
4+—
Etape 2b : Polymérisation et clivage de la -
sonde si le complexe sonde/matrice est stable. Polymérisation terminée

Figure 3 : Principe de la discrimination allélique par hybridation alléle spécifique de sondes

TagMan. Le fluorophore donneur est représenté en jaune et le fluorophore receveur en noir.
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Cette sonde est dessinée de maniere a permettre la capture de la fluorescence du fluorophore
donneur (en 5' de la sonde) par le fluorophore receveur (en 3' de la sonde). Ainsi, lors du
clivage de la sonde par I'ADN polymérase, les fluorophores donneur et receveur sont éloignés
permettant la détection de fluorescence (PCR quantitative) [Holland et al., 1991 ; Livak et al.,
1995 ; Kalinina et al., 1997 ; Lizardi et al., 1998 ; Livak, 1999]. La sonde hybridée avec un
mésappariement a I'ADN cible (hybride instable) sera déplacée sans étre clivée lors de la
progression de I'ADN polymeérase.

Cette technologie permet, dans la limite de la capacité de détection de l'instrumentation, la
détection simultanée de plusieurs séquences par l'utilisation de sondes couplées a des
fluorophores émettant de la fluorescence a difféerentes longueurs d'onde [Walker et al., 2005 ;
Lee et al., 1999].

1.4.2.1.1.3. TECHNOLOGIE LIGHT CYCLER

Contrairement aux méthodes citées ci-dessus, cette technologie implique I'excitation et
I'émission de fluorescence par le fluorophore receveur, dans ce cas nommé rapporteur. Elle
impligue I'hybridation d'une premiere sonde portant le fluorophore donneur et d'une deuxieme

sonde allele spécifique portant le fluorophore rapporteur de maniére adjacente (Figure 4).

Etape 1 : Hybridation des sondes. T

Q
w _ SN L
morce T
sens —_— N C\ — T=

A A
ADN ———
cible — Amorce
anti-sens
| i !
N CL N
C TN C
A A
4——— 4=
Etape 2 : Polymérisation, déplacement de la sonde Polymérisation terminée

Figure 4 : Principe de la discrimination allélique par hybridation alléle spécifique et la
technologie Light Cycler. Le fluorophore donneur est représenté en jaune et les fluorophores

rapporteurs en vert et rouge selon I'alléle dont la sonde est spécifique.
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En l'absence d'hybridation seule la fluorescence du donneur est détectée. Lorsque les deux
sondes sont rapprochées dans I'hybride, I'émission du donneur excite le rapporteur qui a son
tour émet de la fluorescence a une longueur d'onde différente. Lors de I'étape d'élongation de
la réaction PCR, I'ADN polymérase déshybride les sondes, éloignant ainsi les fluorophores
I'un de l'autre (PCR quantitative). Au cycle suivant les sondes vont reconnaitre I'ADN

génomique et les produits de I'amplification [Wittwer et al., 1997].

1.4.2.1.2.  Clivage invasif

Le clivage invasif ou Invader Assay (Third Wave Technologies Inc., Madison, USA) est base
sur la spécificité de reconnaissance et de clivage enzymatique par la Flap endonucléase de la
structure tridimensionnelle formée lors de I'hybridation parfaite de deux oligonucléotides
chevauchants a I'ADN cible [Lyamichev et al., 1999; Lyamichev et Neri, 2003].
L'oligonucléotide invasif est complémentaire & la séquence en 3' du SNP. La sonde alléle
spécifique est complémentaire a la séquence en 5' du SNP et & un allele de ce dernier et porte
en son extrémité 5' un fragment rapporteur non complémentaire a I'ADN cible. Ainsi le point
de chevauchement des 2 oligonucléotides se situe au niveau du polymorphisme. Lorsque
I'appariement entre la sonde et I'ADN cible est parfait, la sonde recouvre I'extrémité 3' de
I'oligonucléotide invasif formant la structure tridimensionnelle reconnue et clivée par la Flap
endonucléase, libérant ainsi le fragment rapporteur. Lorsque la base de la sonde n'est pas
complémentaire a l'allele de I'ADN cible, le mésappariement n'‘engendre pas la forme requise

a la reconnaissance par la Flap endonucléase et le clivage n'a pas lieu. (Figure 5).

Sonde alléle
spécifique avec (C— G

fragment rapporteur

G

5 Flap
: endonucléase
Oligonucléotide /
invasif N Clivage de la sonde.
) G Libération du
ADN cible 3 5' 3 5 fragment rapporteur

Figure 5 : Principe de la discrimination allélique par clivage invasif.
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Le rapporteur ainsi libéré servira d'oligonucléotide invasif dans une deuxieme réaction de
clivage avec une sonde générant un signal détectable. La dénaturation rapide de la sonde
clivée permet I'hybridation de sondes nouvelles et la production importante de fragments
rapporteurs par la flap endonucléase. De part la double réaction, I'amplification du signal est
exponentielle. Ainsi, cette méthode de détection ne nécessite pas de pré-amplification par
PCR du fragment d'intérét [Lyamichev et al., 1999 ; Ryan et al., 1999 ; Hall et al., 2000 ;
Wilkins-Stevens et al., 2001 ; Rao et al., 2003] mais une quantité relativement importante
d'’ADN cible. Le couplage a une étape d'amplification en amont du clivage invasif permet
d'augmenter la sensibilité de détection (PCR-Invader Assay) [Mein et al., 2000 ; Hsu et al.,
2001]. Différentes methodes peuvent étre appliquees a la détection des produits de clivage,

impliguant la construction de différentes sondes.

1.4.2.1.3.  Ligature

La réaction de ligature ou Oligonucleotide Ligation Assay (OLA) est basée sur la liaison
enzymatique de deux oligonucléotides adjacents lorsque les bases bordant le point de ligature
sont parfaitement complémentaires a I'ADN cible [Landegren et al., 1988]. Dans le cadre de
la discrimination allélique des SNP il s'agit de la ligature de I'oligonucléotide alléle spécifique
et de la sonde spécifique de la séquence en 5' du polymorphisme par I'ADN ligase, enzyme

specifique de la réparation de liaisons phosphodiester (Figure 6).

Oligonucléotide
allele spécifique

2 _— ADN Ligase
Sonde )
C S
ADN cible G G Ligature

Figure 6 : Principe de la discrimination allélique par réaction de ligature.

L'utilisation d'une ADN ligase thermostable et de variations de température permet
I'nybridation, la ligature et la deshybridation cyclique, ce qui engendre une croissance linéaire
de la quantité de produits. A I'image du clivage invasif, cette méthode de détection ne

nécessite pas de pré-amplification par PCR du fragment d'intérét mais une quantité
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relativement importante d'ADN cible. L'utilisation simultanée des deux brins d’ADN
génomique comme cible permet une augmentation exponentielle de la quantité de produits.
Cette variante de la technique est nommée Ligation Chain Reaction (LCR) [Barany, 1991 ;
Benjamin et al., 2003] puisque les produits de la premiére réaction de ligature servent de cible
au cycle suivant. L'utilisation de sondes Padlock permet aussi d'augmenter la sensibilité de
détection. Dans ce cas, un des oligonucléotides est circularisé par ligature et peut étre utilisé
comme cible pour I'amplification circulaire ou Rolling Circle Amplification [Nilsson et al.,
1994 ; 1997 ; Landegren et al., 1996 ; Baner et al., 1998 ; Lizardi et al., 1998].

1.4.2.1.4. RFLP

La methode des RFLP, déecrite au chapitre précédent, peut étre appliquée a l'analyse de
substitutions nucléotidiques puisque les enzymes de restriction sont spécifiques de séquences
cibles [Pourzand et Cerutti, 1993 ; Parsons et Heflich, 1997]. L'utilisation d'enzymes de
restriction spécifiques des séquences contenant le SNP d'intérét engendre la digestion des

produits PCR portant I'un des deux alléles uniquement (Figure 7).

X
% o

Enzyme de C
restriction G
spécifique de
la séquence < ?
- A A A
T T T

Figure 7 : Principe de la discrimination allélique par digestion spécifique de la séquence par

une enzyme de restriction.

Cette méthode standard [Parsons et Heflich, 1997 ; Berger et al., 2002] ne permet pas un fort
degré d'automatisation pourtant nécessaire a l'analyse multiplexée a haut débit des
polymorphismes pour les raisons suivantes : (1) le nombre d'enzymes de restriction adaptées
est limité ; (2) les fragments de restriction résultants peuvent engendrer des profils trés
complexes et difficiles a analyser et (3) des substitutions autres que le SNP d'intérét peuvent
apparaitre dans le site de restriction et résulter en une non-digestion.
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1.4.2.1.5. Extension d'amorce

L'extension d'amorce est I'une des méthodes les plus employées pour le génotypage de SNP et
de mutations ponctuelles [Syvanen, 1999]. Cette technique robuste montre une grande
flexibilité et nécessite le nombre d'oligonucléotides le moins important pour sa mise en
oeuvre. Le marquage (p.e. fluorescence, radioactivité etc.) en vue de la détection est possible
mais pas indispensable puisque les produits sont compatibles avec toutes les formes de
détection. Les réactions d'extension sont réalisées de maniere cyclique, ce qui engendre

I'amplification de produits et I'augmentation du signal de fagon linéaire [Tost et Gut, 2002].

1.4.2.1.5.1. EXTENSION DE SONDE ALLELE SPECIFIQUE

L'extension alléle spécifique implique I'hybridation de la sonde et son extension uniquement
si son extrémité 3' est complémentaire a I'ADN cible. En utilisant deux sondes, chacune
spécifique de I'un des alleles en 3', il est possible de déterminer laquelle a engendré la
formation de produits et d'en déduire l'allele présent sur I'ADN cible. Les produits ainsi
générés peuvent étre détectés par fluorescence sur microarray en utilisant des nucléotides

marqués [Pastinen et al., 2000] ou des sondes marquees (Figure 8).

Sondes alléle specifiques Extension alléle spécifique

—C-----

ADN cible G G

Figure 8 : Principe de la discrimination allélique par extension de sonde allele spécifique.

Une variante de cette forme de discrimination allélique est la PCR alléle dépendante
(Amplification Refractory Mutation System, ARMS) ou le produit final est un amplicon
double brin, dans le cas ou la sonde alléle spécifique a trouvé son site d'hybridation [Newton
etal., 1989 ; Yeetal., 2001 ; Chiapparino et al., 2004].
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1.4.2.1.5.2. EXTENSION ALLELE SPECIFIQUE D'AMORCE

Le miniséquencage ou l'extension alléle spécifique implique I'hybridation de I'amorce a une
base en amont du polymorphisme et son extension de maniére complémentaire a l'allele
présent sur I'ADN cible. Cette méthode permet de distinguer les variants avec plus de
précision que la différence de stabilité thermique des hybrides d’ADN cible avec des sondes
alléle spécifiques. Le taux d'erreur d'incorporation de nucléotides par I'ADN polymérase est
de I'ordre de 10 en moyenne et est insensible aux légéres variations de stringence du milieu
de réaction.

L'extension peut se faire sur une seule base (le SNP) ou sur un nombre réduit de bases.
L'extension d'un nucléotide est achevée par la présence dans le milieu réactionnel de
didésoxyribonucléotides (ddNTP) uniquement (Figure 9). Dans ce cas les produits de

discrimination allélique sont distingués selon leur nature par différents formats de détection.

ddT ddC

Amorce

ADNcible 3 G 5 3 A 5

= ddC =—ddT

Figure 9 : Principe de la discrimination allélique par extension alléle spécifique d'amorce

sur une seule base, selon le SNP uniquement.

Nous avons choisi pour cette étude de discriminer les alleles par extension alléle spécifique
d'amorce en présence d'un mélange de dNTP et ddNTP [Braun et al., 1997 ; Fei et Smith,
2000 ; Buetow et al., 2001 ; Petkovski et al., 2005] (Figure 10).

dT ddC
Amorce
ADNcible 3= g 5 e A 5
produi_t PCR C T
=—ddC =—dTddC

Figure 10 : Principe de la discrimination allélique par extension alléle spécifique d'amorce

sur plusieurs base, selon le SNP et la séquence en 5' de ce dernier.
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Cette méthode, bien que contraignante lors du design des réactions, apparait (1) fiable, par la
précision d'incorporation des nucléotides par 'ADN polymérase, (2) le plus directe, par la
mesure de la masse moléculaire des produits qui ne nécessite aucun marquage, (3) le plus
simple, permettant la distinction de tous les génotypes possibles sans ambiguité et ne
nécessitant aucune modification damorces ou de nucléotides et (4) modifiable sans

contraintes.

1.4.2.2. Méthodes de détection des produits de la discrimination allélique

1.4.2.2.1.  Electrophorése et detection directe de fluorescence

L'utilisation de cette combinaison de méthodes permet de différencier les produits selon deux
criteres. L'électrophorese permet de séparer les différentes molécules selon leur taille et la
détection de fluorescence permet de distinguer des produits de méme taille mais marqués par
des fluorophores différents. Ceci engendre une méthode tres flexible permettant la détection
simultanée de différents produits (multiplexage). Cependant, des étapes de purification et de
séparation efficace des réactifs non incorporés sont indispensables.

Lors de la détection de produits de ligature, il est possible de marquer les oligonucléotides
allele spécifiques par des modificateurs de mobilité et la sonde par un fluorophore [Grossman
et al., 1994 ; Baron et al., 1996]. Les fragments obtenus par la méthode RFLP sont séparés
selon leur taille et deétectés par fluorescence en marquant les amorces PCR par des
fluorophores ou en utilisant un intercalant de I'ADN lors de la migration (Bromure d'Ethidium
ou SybrGreen). L'électrophorése capillaire automatique couplée a la fluorescence balayant
différentes longueurs d'ondes permet de déterminer la longueur de fragments RFLP de
maniere sensible et précise. L'incorporation de nucléotides marqués par des fluorophores
permet de separer et détecter par électrophorese les produits d'extension d'amorce [Sanchez et
al., 2003 ; Quintans et al., 2004 ; Brion et al., 2005].

1.4.2.2.2. Puces a ADN et détection directe de fluorescence

Les puces a ADN permettent de separer les produits de la réaction de discrimination de
maniére spécifique et selon des critéres de séquence alors que la détection proprement dite est
basée sur la fluorescence [Leykin et al., 2005 ; Liljedahl et al., 2004 ; Wong et al., 2004]. En
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effet, la réaction de discrimination peut se faire en milieu homogene en ajoutant aux produits
une signature (queue de séquence) dont la séquence complémentaire se trouve fixée sur la
puce. Ainsi, une fois la discrimination allélique achevée les produits sont "triés" et fixés sur la
puce par hybridation de la signature a sa séquence complémentaire. D'autre part, la réaction
de discrimination allélique peut se faire directement sur la puce si les sondes y sont fixées
préalablement [Wang et al., 1998 ; Pease et al., 1994]. Les deux formats permettent une bonne
séparation des produits mais la fixation des oligonucléotides (sondes ou complémentaires de
la signature) sur la puce réduit sa flexibilité.

Lors de la détection des produits de ligature ou d'extension d'amorce sur microarray, il est
possible d'utiliser des sondes biotinylées avec des oligonucléotides ou des nucléotides couplés
a des fluorophores [Landegren et al., 1988 ; Barany, 1991 ; Samiotaki et al., 1994, Shumaker
et al., 1996 ; Pastinen et al., 2000].

1.4.2.2.3.  Transfert résonant d’énergie de fluorescence

Le transfert resonant d’énergie de fluorescence (Fluorescence Resonance Energy Transfer,
FRET) se produit lorsque deux fluorophores sont trés rapprochés et lorsque le spectre
d'émission de I'un d'entre eux recoupe le spectre d'excitation de l'autre [Clegg, 1992]. En effet,
la fluorescence du fluorophore donneur (donor dye) peut soit exciter un fluorophore
rapporteur (reporter dye) qui émettra de la fluorescence a son tour, soit étre absorbée par le
fluorophore receveur (quencher dye). Ainsi la détection de la discrimination allélique est
basée sur le passage des entités d'un état éteint a I'état fluorescent ou inversement. Malgré le
colt important engendré par la synthése de sondes marquées, le FRET est une forme de
détection avantageuse. C'est une technologie trés sensible qui, lorsqu'elle est couplée a
I'amplification par PCR, permet de suivre I'évolution des réactions en temps réel ou la mesure
in fine. De plus, elle est compatible avec toutes les méthodes de discrimination allélique. En
effet, c'est la méthode la plus couramment utilisée pour détecter les discriminations par
hybridation. Lors de la détection de produits de clivage la sonde porte a I'extrémité 5'
(extrémité du fragment rapporteur) un fluorophore donneur et a son extrémité 3'
complémentaire de I'ADN cible un fluorophore receveur. Lors du clivage par la flap
endonucléase, les deux fluorophores sont éloignés I'un de I'autre permettant la détection de la
fluorescence du donneur [Fors et al., 2000 ; Ledfordet al., 2000]. L'augmentation de FRET
suite aux réactions de ligature est mesurée grace a l'utilisation d'une sonde portant a

I'extrémité 5' un fluorophore donneur (donor dye) et d'oligonucléotides allele spécifiques
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portant des fluorophores rapporteurs (acceptor dye) a leurs extrémités [Delahunty et al.,
1996 ; Chen et al., 1998 ; lannone et al., 2000]. Sur le méme principe il est possible de
détecter des produits d'extension d'amorce marquée de fluorophore donneur par des ddNTP
portant des fluorophores rapporteurs [Chen et al., 1999].

1.4.2.2.4.  Polarisation de fluorescence (FP)

Lorsqu’une molécule fluorescente est irradiée par une lumiere de longueur d’onde
d’excitation donnée, une partie de cette lumiére est absorbée. La lumiere absorbée est réémise
guelques nanosecondes plus tard, mais a une longueur d’onde plus élevée (longueur d’onde
d’émission). La polarisation éventuelle de la lumiére émise dépend de la liberté de rotation de
la molécule en solution, c'est-a-dire de la température, de la viscosité du solvant et du volume
de la molécule. Une petite molécule, telle qu'un fluorophore, peut effectuer une rotation
rapide avant I’émission de la lumiére, entrainant une dépolarisation de cette lumiere émise. En
revanche, une macromolécule fluorescente, telle qu’un oligonucléotide marqué par un
fluorophore, effectue une rotation beaucoup plus lente. Ainsi, dans le laps de temps séparant
I’excitation de I’émission, la macromolécule n’effectue qu’une petite rotation et la lumiére
émise est polarisée. Le volume moléculaire étant proportionnel au poids moléculaire, la
polarisation de fluorescence est une méthode adaptée a la détection de changements de ce
dernier. En principe, toute réaction de discrimination allélique menant a un produit de taille
inférieure ou supérieure au réactif fluorescent initial peut étre analysée par FP.

La détection par FP, méthode tres sensible, nécessite une quantité moins importante de
fluorophores que le FRET ou la fluorescence directe, ainsi le colt des sondes est moins
important. De plus, il est possible d'utiliser la totalité du spectre de la lumiere visible pour la
détection. Lors de la détection des produits de clivage, la sonde porte un fluorophore a son
extrémité 5' et son clivage induit la diminution de masse moléculaire de I'entité marquée [Hsu
et al., 2001; Kwok, 2002]. Lors de la détection des produits d'extension d'amorce la
polarisation de fluorescence est induite par I'incorporation de nucléotides marqués [Chen et
al., 1999a]. La détection de tous les produits implique une forte augmentation du bruit de fond
lors de la formation de produits aspécifiques [Kwok, 2001 ; Di Gaetano et al., 2004] et
représente le désavantage majeur de cette méthode.
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1.4.2.2.5. Luminescence

La luminescence est émise dans une réaction enzymatique ATP (Adénosine TriPhosphate)
dépendante. Lorsque la production d'ATP est couplée a la réaction de polymérisation d'ADN,
chaque incorporation de désoxyribonucléoside engendre I'émission de lumiére [Ronaghi et al.,
1996]. Apparentée au séquencage, cette méthode, connue sous le nom de pyroséquencage,
impligue une cascade de quatre réactions enzymatiques [Ronaghi, 2001 ; Ching et Rafalski,
2002 ; Agah et al., 2004 ; Lavebratt et al., 2004]. L'incorporation d'un nucléotide par I'ADN
polymérase engendre la libération d'un pyrophosphate. Ce dernier est transformé en ATP par
I'ATP sulfurylase et I'ATP est utilisé par la luciférase pour générer de la lumiére détectable.
Enfin, I'exces de nucléotides est dégradé par l'apyrase. Cette méthode génere un bruit de fond
trés faible mais les étapes enzymatiques ainsi que les substrats additionnels compliguent la

procédure expérimentale et se répercutent sur le codt.

1.4.2.2.6.  Spectrométrie de masse

Contrairement aux autres méthodes de détection qui déduisent la nature du produit de la
discrimination allélique en analysant le devenir d'un analyte, la spectrométrie de masse
permet de mesurer une propriété intrinséque du produit : sa masse (Figure 11). En particulier,
la technologie MALDI-TOF, détaillée au chapitre suivant, trouve son utilité dans l'analyse
génomique.
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Figure 11 : Principe de la spectrométrie de masse MALDI-TOF [Pusch et al., 2002].
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1.4.2.3.  Possibilités d'enchainement des technologies

La discrimination alléliques et la détection des produits obtenus constituent deux étapes
parfaitement individualisées. Les produits obtenus par des différents types de réaction peuvent
étre analysés par la méme méthode et, inversement, les produits d'une méme réaction peuvent

étre analysés par des méthodes différentes (Figure 12).

[ Electrophoreése (fluorescence)

Transfert résonant d’énergie de
fluorescence (FRET)

livage invas

Spectrométrie de masse

Polarisation de fluorescence (FP) —
O

d'amorce
PEX

Hybridation

Puces a ADN (fluorescence)

Luminescence

Figure 12 : Représentation schématique des différentes technologies de discrimination allélique

(en violet) et de détection (en gris) de ses produits. Les fleches représentent les possibilités de

compatibilité des deux étapes de I'analyse des SNP.
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I.5.  Spectrometrie de masse MALDI-TOF

L’étude structurale des molécules par spectrométrie de masse passe par une étape
incontournable qui est leur ionisation: seules les formes ionisées peuvent étre seéparées et
analysées selon leur rapport masse/charge a I’aide d’un champ électrique, variable ou non
selon le type d’analyseur. L'étape de séparation fournit un spectre caractéristique des

constituants.

1.5.1. HISTORIQUE

Jusqu'au milieu des années 80, l'ionisation induisait la fragmentation des molécules a
analyser, soit par des processus trés energétiques (ionisation par impact électronique) soit par
instabilité chimique (ionisation chimique). Ces méthodes d'ionisation permettaient I'obtention
de nombreuses informations structurales, mais limitaient I'application de la spectrométrie de
masse a l'analyse de petites molécules [Posthumus et al., 1978]. Au-dela de 1000 Da, les
entités détectées étaient presque toujours des produits de dissociation de la molécule d'origine
[Hillenkamp, 1983]. Cette restriction s'explique par la difficulté a vaporiser et ioniser les
macromolécules par bombardement ou par chauffage. En effet, les macromolécules étaient le
plus souvent pyrolysées avant méme d'avoir pu étre ionisees. L’utilisation d’une matrice
comme mediateur pour les expériences de désorption/ionisation laser présentait des avantages
évidents. Il fallait "simplement" rechercher des composés de petite taille, polaires, solubles
dans les solvants adaptés aux macrobiomolécules, ayant une forte absorption a la longueur
d'onde du laser utilisé et capables de co-désorber et de transferer leur charge a de plus gros
composés bio-organiques.

En 1988, deux nouvelles méthodes d'ionisation dites "douces" ont été développées :
I'ionisation ESI (ElectroSpray lonisation) [Fenn et al., 1989] et I'ionisation au laser [Karas et
al., 1987 ; Karas et Hillenkamp, 1988 ; Tanaka et al., 1988]. Grace a ces deux techniques,
I'analyse des macromolécules intactes est devenue possible, ouvrant un nouveau champ
d'application a la spectrométrie de masse et plus particuliérement celui des biomolécules.

Le lien entre les deux méthodes trouve son origine dans le principe méme des processus de
désorption. Toutes deux conduisent a des especes quasi microscopiques, les agrégats, mais

qui résultent de conditions différentes. L'ionisation ESI produit des gouttelettes chargées
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formées sous un champ électrique. L'ionisation MALDI engendre de la matiere excitée par
ablation laser d’une surface recouverte de matrice. Ces agrégats sont constitués d’un grand
nombre de molécules de solvant ou de matrice qui stabilisent une (ou plusieurs)
biomolécule(s) multichargee(s) selon leur taille et leur forme. Par le jeu de transferts
d’énergie, une cascade de désolvatations conduit a la libération d’ions quasi moléculaires
désolvatés, avec le minimum d’énergie interne. Ces étapes étant tres rapides (de I’ordre de la
microseconde), le processus de destruction moléculaire par pyrolyse se trouve limité dans
cette période d’ionisation.

Les deux modes d'ionisation permettent une grande sensibilité (subfemtomolaire) et une
grande rapidité d'analyse (quelques secondes). Les deux principaux avantages de l'ionisation
MALDI par rapport a I'ESI sont : (1) une meilleure tolérance aux sels non volatiles et aux
tampons couramment utilisés en biologie moléculaire et (2) une moindre distribution de

charges emportées par les ions produits.

La spectrométrie de masse MALDI-TOF (MALDI - Time of Flight) permet en pratique la
mesure de masse de biopolymeres de 1 a 500 kDa, méme si en théorie sa gamme de masse est
illimitée. Les molécules d'analytes sont incorporées a une matrice absorbant fortement a la
longueur d'onde du laser. Les ions sont générés par excitation de la matrice par le laser. Cette
source est généralement couplée a un analyseur TOF malgré le développement d'autres
couplages par les constructeurs (MALDI-lon Trap, MALDI-Q-TOF, MALDI-Q-Trap...).

La spectrométrie de masse MALDI-TOF s'adapte donc particulierement bien a I'analyse de
biomolécules tels que les peptides, les protéines, les oligosaccharides, les polymeres

synthétiques ou, comme dans le cadre de cette étude, a celle des oligonucléotides.
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1.5.2. LASource MALDI

La techniqgue MALDI utilise en général un faisceau laser pulsé travaillant dans I'UV pour
désorber et ioniser un mélange de matrice et d'échantillon co-cristallisés sur une surface
métallique. La matrice permet de minimiser la dégradation de I'échantillon provoquée par
I'absorption de I'énergie du faisceau laser incident. Les ions obtenus sont ensuite accélérés

afin d'entrer dans le tube de vol (Figure 13).

Figure 13 : Source et tube de vol de I'appareil Ultraflex TOF-TOF (Bruker Daltonics).
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1.5.2.1. lonisation

La désorption et l'ionisation MALDI comprennent I'absorption par la matrice de I'énergie
fournie par le laser UV, l'ionisation de la matrice, la dissociation de la matrice, la sublimation,
I'expansion de la matrice en un jet supersonique, l'entrainement de I'analyte dans le plasma
d'expansion géneré par la matrice et le transfert de charges vers les molécules d'analyte
[Fenselau, 1997].

Si le processus d'ionisation reste peu connu, il est néanmoins bien établi que la protonation, la
déprotonation et la cationisation se produisent en phase gazeuse [Glickman et Karas, 1999].
De plus, deux grandes phases dans le processus d'ionisation ont été décrites : l'ionisation
primaire et I'ionisation secondaire [Knochenmuss et Zenobi, 2003].

Le résultat de I’ionisation primaire, qui est le produit de I'association entre un mécanisme de
photo-ionisation dd aux protons absorbés par la matrice et un mécanisme thermique favorisé
par la température élevée régnant dans le plasma d'expansion (environ 230°C), est la
formation de molécules de matrice excitées (Figure 14). Les ions monochargés sont
majoritaires dans les spectres MALDI obtenus a I’aide de laser a UV [Karas et al., 2000] .

Le résultat de I'ionisation secondaire, qui aurait lieu dans le plasma d'expansion par transfert
de protons en phase gazeuse [Zhigilei et al., 1998], est la formation de molécules d'analyte

excitées (Figure 14).

# + analyte
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Figure 14 : Schématisation du processus de désorption / ionisation MALDI.
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Durant ces processus, l'utilisation d'une matrice a affinité protonique inférieure a celle des
analytes favorise thermodynamiquement la protonation de ces derniers. Cependant, I’énergie
libérée par la réaction de transfert de protons en phase gazeuse peut induire la fragmentation
des analytes. Pour les oligonucléotides, Zhu et al. [1995] stipulent que la perte de bases
protonées suivie de la fragmentation du squelette mene aux fragments anioniques. Par
conséquent, la différence d’affinité protonique de I’analyte et de la matrice détermine
I’énergie disponible et, afin de réduire la fragmentation des oligodéoxynucléotides, le choix
doit porter sur des matrices avec des affinités protoniques relativement éleveées.

Les analytes ionisés sont accélérés par la différence de potentiel entre la cible (plaque porte-
échantillon, 1S1) et la lentille (grille d’extraction, 1S2) en aval de la cible, typiquement 10 a

25 kV, pour finalement entrer dans le tube de vol qui est une zone de libre champ.

1.5.2.2. Extraction retardée

L'épaisseur du plasma implique une dispersion spatiale des ions a l'origine, ce qui provoque
une distribution des temps d'arrivée.

La différence de localisation entre deux ions a I'application du champ d'accélération résultera
en une difference de distance d'accélération, et donc en une vitesse différente dans le tube de
vol. L'inversion transitoire (durant quelques nanosecondes) du champ en augmentant la
tension de la lentille 1S2 a une valeur légerement supérieure a celle de IS1 permet une
extraction retardée ou "delayed extraction", qui engendre la focalisation spatiale des ions et la
correction de la résolution (Figure 14) [Brown et Lennon, 1995 ; Whittal et Li, 1995 ; Juhasz
et al., 1996]. Cet équipement des spectrometres de masse MALDI a grandement amélioré la
résolution des signaux de masse permettant la distinction de substitution de nucléosides dans
la gamme de 1 a 8 kDa, correspondant a des longueurs d’oligonucléotides de 3 a 24 bases
environ. Une fois focalisés, les ions sont ré-accélérés vers la lentille reliée a la terre avant de

pénétrer dans le tube de vol sous vide et non soumis a une différence de potentiel (Figure 15).
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Figure 15 : Schéma du procédé de I'extraction retardée. Les analytes de masses différentes sont

représentés par des étoiles de tailles différentes. La matrice est représentée par des cercles.

1.5.2.3. Matrices et modes de dépdt
La production d'ions par MALDI dépend de la bonne préparation du matériau composite,

constitué de la matrice et du biopolymére analysé. 1l est généralement admis que la qualité des
spectres de masse déepend de certains facteurs liés a la préparation de I’échantillon :
la méthode de préparation des cristaux,

la sélection et la nature de la matrice,
la présence de tensioactifs et/ou de tampons,
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« le pH des solutions,
« les caractéristiques intrinseques de la molécule d’analyte,

o leou les solvants utilisés.

Un cristal est composé de molécules de matrice en large exces par rapport au nombre de
molécules d’analyte présentes. Il peut étre préparé de maniere trés simple : en laissant sécher
sur une cible métallique porte-échantillon une gouttelette d’une solution aqueuse concentrée

en matrice et diluée en analyte. 1l existe cependant d’autres modes de préparation.

1.5.2.3.1. Les matrices

L'étape la plus délicate est la recherche d'une matrice. Le rble de celle-ci est de permettre
I’ionisation de I’analyte aprés qu’elle ait été excitée par les photons incidents du laser. Elle
constitue un réservoir “tampon” d’énergie et transféere aux molécules d’analyte I’énergie
nécessaire a leur ionisation. La sélection de matrices a été éminemment empirique car, a ce
jour, nous ne connaissons pas de régles qui permettent de prédire, en fonction de la structure
d’une molécule donnée, si celle-ci détiendra les propriétés d’une bonne matrice. Cependant,
certains criteres sont indispensables : ce petit composé organique acide, photosensible a cycle
aromatique et de faible volatilité (10-7 mbar) doit former des cristaux incluant I'analyte. La
matrice doit étre soluble dans les solvants utilisés pour les macrobiomolécules et doit absorber
(plus que I'analyte) a la longueur d'onde du laser (ici laser a azote qui émet dans I’ultraviolet a
337 nm). Le solide obtenu doit avoir une durée de vie dans le vide suffisamment longue pour
permettre I’enregistrement du spectre c'est-a-dire qu'il ne doit pas sublimer dans les conditions
de vide poussé qui regnent dans la source du spectrométre de masse. Le premier composé
découvert fut l'acide nicotinique, compatible avec I'excitation a une longueur d’onde de
266 nm [Karras et al., 1987]. Par la suite, d'autres matrices adaptées a I'analyse des protéines
ont été découvertes [Beavis et Chait, 1989 ; Strupat et al., 1992 ; Beavis et al., 1992]. L'acide
3-hydroxypicolinique (3-HPA) [Wu et al., 1993; 1994] seul ou mélangé a de l'acide
pyrazinecarboxylique [Zhou et al., 2004] ou a de I'acide picolinique [Tang et al., 1994] ou
encore la 2,4,6-trinydroxyacetophenone (THAP) conviennent a I’analyse des fragments
d’ADN (figure 16).
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Figure 16 : Structure des matrices les plus utilisées pour I'analyse d'acides nucléiques.

Une limitation dans la détection des acides nucléiques par spectrométrie de masse est liée aux
squelettes phospho-ribosés chargés négativement. Chaque liaison phosphate fournit une
charge négative en solution et I’affinité des résidus phosphates pour les contre-ions utilisés
classiqguement dans les tampons PCR n’est pas suffisamment forte pour engendrer une
saturation complete. Les sels interférent dans le procédé d’ionisation en induisant des adduits
aux acides nucléiques, ce qui engendre la réduction significative des intensités du signal.
L’ajout d’ions d’ammonium durant la préparation de la matrice permet de protéger les
groupements phosphates de tels adduits [Pieles et al., 1993]. Cependant, la résolution
satisfaisante s’appuie sur des procédés de purification stringente qui permettent d’éliminer ces

ions et détergents pouvant perturber la cristallisation de la matrice.

1.5.2.3.2.  Les modes de dép6t

Les méthodes de dépdts sont nombreuses. Depuis la préparation utilisée a l'origine [Karras et
Hillenkamp, 1987], appelée méthode de la goutte séchée, qui permet de préparer un cristal de
matrice dopé en analyte, de nombreux groupes ont proposé d'autres méthodes, telles la
cristallisation lente pour former de grands cristaux de matrice enrichis en analytes [Xiang et
Beavis, 1993], les préparations en "couches minces" pour former de larges films minces
polycristallins [Vorm et al., 1994], ou les préparations en "sandwich” ou I'échantillon est
déposeé sur un film de matrice avant d'étre lui-méme recouvert par une seconde couche de
matrice [Kussmann et al., 1997]. L'utilisation du principe de I’électrospray pour réaliser des
dépbts minces et réguliers en nébulisant sur la cible la solution d’échantillon a aussi été
proposee [Axelsson et al., 1997].

Le depdt doit étre aussi régulier que possible. Des variations de I’épaisseur, dues a des
irrégularités de surface, modifient la distance entre le plan du dép6t et la premiére grille
d’extraction, ce qui provoque des variations de temps de vol des ions. Le méme phénoméne

engendre des défauts de calibration externe ou pseudo-interne au dépot.
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Les matrices ont pour caractéristique de co-cristalliser sélectivement avec les biopolymeres,
ce qui permet de les séparer des contaminants (par exemple les sels).

Les dép6ts d’échantillon sont hétérogénes. Dans le cas d'une hétérogénéité au niveau
macroscopique, comme par exemple avec le 3-HPA, il est nécessaire de localiser les cristaux

sur le dép6t. Cette recherche de "sweet spots” peut étre un facteur limitant a l'automatisation.
1.5.3.  L'ANALYSEUR TOF

1.5.3.1.  Principe

Les sources MALDI sont en majorité couplées a des analyseurs TOF mais peuvent aussi étre
couplées a des trappes ioniques ou des analyseurs de type Q-TOF.

Le parameétre couramment utilisé pour caractériser les analyseurs est leur résolution R. Elle
peut étre définie par la capacité a distinguer une masse M par rapport a M+AM ou encore
comme étant la précision de mesure de masse donneée par la relation R=M/AM. Un analyseur
TOF a une résolution de R=20000 et permet l'analyse dans la gamme de masse de
m/z=100000, z étant la charge de I'analyte.

L’ analyseur TOF sépare les ions en fonction de leur vitesse lorsqu’ils se déplacent sous vide
dans un tube de vol. Dans la source, les ions sont accélérés par la méme force F sur une méme
distance | entre les lentilles IS1 et IS2 et acquierent tous la méme énergie cinétique. Une
population d'ions d'énergie cinétiqgue commune, avec une distribution de masse donnée, a une
distribution de vitesse définie. La vitesse moyenne de chaque ion est inversement

proportionnelle a la racine carrée du rapport m/z de I'ion considéré.

1.5.3.2.  Quelques formules fondamentales

Selon la relation fondamentale de la dynamique, le travail (W) de la force (F) appliquée sur un
ion dans un champ (E) est donnée par la relation :
m-(v2-v?)

2

ou ze représente la charge et m la masse de I'ion; | est la longueur du champ E.

(1) W=F.l=z.¢-E-l=

V; correspond a la vitesse de I'ion a la sortie de la zone d'accélération et V, celle a

l'instant t = 0.
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En considérant V¢ >> V,, L la longueur du tube de vol libre de champ et t le temps mis par

I'ion pour le traverser on obtient :

L L m
@ tﬁ ou t(ﬁ]F
m

Les valeurs L, e, E et | étant communes et constantes pour tous les ions on peut simplifier la

relation (2) :
m .
t=b-,|— ou b est une constante.
4
(3) Ainsi too M
z

1.5.3.3.  Mode linéaire

Une fois accélérés, les ions entrent dans un tube de vol (de longueur L = 1 — 3 m en général)
libre de champ. Les ions se separent dans ce tube de vol en fonction de la vitesse acquise dans
la zone d’accélération, avant d’atteindre le détecteur placé a I’autre extrémité du tube de vol.
Pour une longueur de vol L et une tension accélératrice V,c données, la durée écoulée ti,
entre I’extraction des ions et leur arrivée au détecteur est proportionnelle a la racine carrée du
rapport m/z des ions. Les ions de rapport m/z le plus petit arriveront les premiers.

Le spectre est obtenu en mesurant le signal enregistré par le détecteur comme une fonction
temps-intensité pour chaque paquet d’ions envoyé. Comme tous les ions sont détectés, les
analyseurs TOF ont une tres haute sensibilité.

Une distribution d'énergie cinétique des ions a l'origine provoque une distribution des temps
d'arrivée. Deux ions identiques, de vitesses longitudinales différents, accélérés a partir du
méme point, entreront dans le tube de vol a des vitesses et des temps différents. Il y a
dispersion en temps et en énergie qui est l'une des limitations majeures de la résolution en

mode linéaire.
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1.5.3.4. Mode réflectron

La méthode de focalisation la plus efficace est le "réflectron” [Mamyrin et Shmikk, 1979]. Il
est principalement constitué d'un miroir électrostatique formé par une série d'anneaux ou de
grilles de potentiels croissants a I'extrémité du tube de vol, qui impose un champ électrique
s'opposant a la progression des ions. Ce champ électrique est de direction opposée a la
direction du champ accélérateur. Les ions les plus énergétiques pénétrent plus profondément
dans le champ du réflectron et vont donc mettre plus de temps pour étre réfléchis alors qu’ils
sont arrivés avant les ions les moins énergétiques dans le réflectron. Ceci permet de focaliser
tous les ions de méme rapport m/z sur un plan. L'optique de I'instrument est ajustée pour que
les ions soient légérement déviés vers un autre détecteur hors de l'axe de déplacement
longitudinal des ions. Le réflectron permet de corriger la dispersion en énergie cinétique des
ions.

La focalisation de tous les ions de méme rapport m/z permet aussi d'observer les ions
métastables issus de la dissociation dans le tube de vol de certains ions ayant accumulé
suffisamment d'énergie interne. Ces ions métastables ne peuvent étre vus en mode linéaire
puisqu'ils sont générés dans le tube de vol et gardent la méme vitesse que I'ion parent. En
revanche, le mode réflectron permet leur distinction car il implique leur focalisation

énergétique [Chaurand et al., 1999].

1.5.3.5.  Filtrage des ions de basse masse

La déflection évite de surcharger le spectre obtenu en empéchant les ions de petite masse
(typiquement 1 a 500 Da), telle la matrice, de parcourir le tube de vol. Elle a lieu a I'entrée du
tube de vol et est achevée par l'application d'une tension durant un laps de temps trés court
entre deux plaques paralléles. Durant cet intervalle, tous les ions entrant dans le tube de vol

seront attirés et capturés sur I'une des deux plaques.

L'option gating permet la non détection des ions de masse inférieure ou supérieure a un
certain seuil. Dans ce cas, toutes les molécules atteignent le détecteur mais le signal
correspondant a l'arrivée des ions n'est pas envoyeé au digitaliseur. Ainsi l'analyse est centrée

sur les analytes cibles tout en évitant le masquage de leur signal par celui d'un autre ion.
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1.5.4. AVANTAGES ET INCONVENIENTS DE LA SPECTROMETRIE DE MASSE
MALDI-TOF

« Compatibilité
La spectrométrie de masse MALDI-TOF est compatible avec tous les formats de

discrimination allélique (Tableau 1, Figure 12).

Tableau 1 : Méthodes de discrimination allélique dont les produits peuvent étre détecté par la

spectrométrie de masse MALDI-TOF.

Discrimination allélique Références
Ligature Jurinke et al., 1996
Clivage Liu et al., 1995 ; Griffin et al., 1999
Hybridation Stomakhin et al., 2000 ; Griffin et al., 1997 ; Ross et al., 1997

Haff & Smirnov ; 1997a ; 1997b ; Little et al., 1997 ; Sauer et al.,

Extension d’amorce 2000a : 2000b : Petkovski et al., 2005

« Mesure d'une propriété physique des analytes
Ne reposant que sur des propriétés intrinseques des molécules, la spectrométrie de masse est
une méthode de détection directe, ne nécessitant aucun marquage. Cette caractéristique offre
une flexibilité plus importante et évite I’utilisation de marquage fluorescent (dont le codt et
important) ou radioactif (dont I’utilisation est indésirable pour des raisons de sécurité). Il est
cependant possible d'utiliser des nucléotides modifiés afin d'ajuster la gamme des masses a

détecter.

« Possibilité d'analyse simultanée de différents produits (multiplexage)
Lors de I'analyse d'un grand nombre de SNP par échantillon, il est important de combiner leur

détection en aussi peu de réactions que possible.

. Précision

Les spectrometres de masse MALDI-TOF sont des instruments de haute précision. Les
masses de fragments courts peuvent étre determinées a seulement quelques unités de masse
atomique pres. En appliquant la calibration interne des spectres de masse, I'exactitude peut

encore étre améliorée menant a des résultats de génotypage sans aucune ambiguité.
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. Rapidité

Les spectrométres de masse MALDI-TOF disponibles aujourd'hui sont capables d'acquérir un
spectre toutes les 2 a 5 secondes. L'acquisition de données peut étre hautement automatisée et ne
nécessiter aucune intervention du manipulateur. Le débit d'analyse peut monter a 12000

génotypes SNP par jour.

. Technologie adaptée aux approches de génomique fonctionnelle

L'analyse par spectrométrie de masse peut étre adaptée a toute molécule. Ainsi, elle trouve son
application en génomique et en protéomique. Cette pluralité de la méthode permet aussi la
détection directe d'autres entités présentes dans le milieu réactionnel, tels les contaminants ou

les inhibiteurs.

Pour autant, la spectrométrie de masse appliquée au génotypage présente également certains

inconvénients.

« Susceptibilité aux adduits
Le fait que la technologie MALDI-TOF soit polyvalente et permette la détection de toute entité

selon sa masse entraine la nécessité d'étapes de purification rigoureuse du milieu réactionnel.

« Technologie innovante

L'instrumentation MALDI-TOF combine la haute performance avec la trés haute sensibilité
permettant son application dans différents domaines de la génomique et de la protéomique.
Cependant, les réglages trés fins nécessaires a l'adaptation a une application particuliére
nécessitent I'intervention de personnel expérimenté. Les appareils ne sont, pour le moment, pas

adaptés a une utilisation en routine par des utilisateurs non spécialises.

« Investissement important
Alors que l'analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF représente une méthode tres
abordable, l'investissement lors de l'acquisition et de la mise en place de I'environnement de

I'appareil est tres important.

« Cristallisation de la matrice

La cristallisation du dép6t de matrice et de I'échantillon, en particulier lors de I'analyse d'acides
nucléiques avec l'acide hydroxypicolonique, est une étape qui n'est pas entierement maitrisée.
Elle génere des "sweet spots” (des points de concentration de I'ADN) et un dép6t tres

hétérogene, ce qui présente un facteur limitant a I'automatisation.
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1.6. Problématique

Le projet présenté dans ce mémoire est le fruit de la collaboration entre I'équipe d'accueil
EA 3428 de paléoanthropologie moléculaire (Institut de Médecine Légale, Université Louis
Pasteur) et du laboratoire Codgene (laboratoire d'identification génetique).

Dans le cadre de leurs travaux, ces deux entités sont fréquemment confrontées a des
échantillons contenant de I'ADN dégradé et en tres faible quantité, a partir desquels, dans le
meilleur des cas, il n'est possible d'obtenir que des profils STR partiels. Afin de repousser les
limites de I'identification et de la filiation génétiques, nous avons opté pour le developpement
d'une méthode qui complémenterait celles appliquées en routine.

L'objectif de ce travail est la sélection et la validation d'un ensemble de 50 SNP autosomaux
adaptés a l'identification et la filiation génétiques d'individus. Nous avons opté pour le
développement de leur détection par extension allele spécifique d'amorce ou miniséquencage
(PEX), suivie de leur analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF. Bénéficiant de
I'accumulation des avantages de ces marqueurs (taille du fragment d'intérét), de la spécificité
d'hybridation et d'amplification (PCR et PEX), de la tolérance des réactions aux légeres
variations des conditions de réalisation (mesure d'une propriété intrinseque des analytes sans
marquage) et de la sensibilité subfemtomolaire de l'appareillage, cette combinaison de
technologies trouve son application en criminalistique et anthropologie moléculaire. Le choix
de méthodes compatibles avec, et pouvant étre substituées par, toutes les autres techniques de
détection et d'analyse actuellement connues, laisse une ouverture et de la flexibilité lors de
I'étude des marqueurs sélectionnés et sa mise en application dans tout laboratoire.

Le travail sur la technologie MALDI-TOF a été possible grace a une étroite collaboration
entre l'institut de Médecine Légale de Strasbourg dirigé par le Pr. Bertrand Ludes et le
Laboratoire de Spectrométrie de Masse Bioorganique (LSMBO) situé a I'Ecole de Chimie des
Polymeéres et des Matériaux (Université Louis Pasteur), dirigé par le Dr. Alain Van

Dorsselaer.
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I1. Matériel et Méthodes
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I1.1. Choix des SNP

11.1.1. SNP AUTOSOMAUX

11.1.1.1. Critéres de sélection

Le premier tri des SNP a été fait en fonction des fréquences alléliques (qui devaient étre
comprises entre 0,2 et 0,8). Les marqueurs adaptés a I’identification génétique doivent étre
silencieux, c'est-a-dire presents sur I’ADN mais sans expression ou influence phénotypique, et
localisés dans des régions introniques non-codantes. Ensuite ont été retenus les SNP éloignés
les uns des autres par au moins 4 Mpb. Enfin, la disponibilité des informations compleétes, en
particulier sur la variabilité de la séquence bordant le polymorphisme, était indispensable au

dessin d’amorces pour I’amplification.

11.1.1.2. Sources

Les SNP candidats aux fins d’évaluation ont été principalement sélectionnés dans les bases de
données disponibles publiquement tels le SNP Consortium Ltd (http://www.snp.cshl.org/)
[International Human Genome Mapping Consortium, 2001 ; Thorisson et Stein, 2003] ou la
base de données construite par Applied Biosystems exploitable par I’environnement de
recherche "myScience” (https://myscience.appliedbiosystems.com/genotype/search.jsp) ou sa

version téléchargeable SNPbrowser™.

11.1.1.3. Aspects techniques

Les étapes de sélection et de validation des marqueurs SNP dans ce travail sont schématisees

dans la Figure 17.
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Sélection de marqueurs SNP candidats a partir de banques de données.

Dessin d'amorces PCR selon informations de bases de données.

Fragments A

Séquencage de fragments A

Résultats de séquencage confirment la spécificité
de réaction et concordent avec la séquence

obtenue a partir des banques de données ?

Oui
Amorces PEX Amorces PCR : fragments B
Vérification d'alléles nuls.
PEX & Maldi-Tof MS PEX & Maldi-Tof MS

sur fragments A (PEX-A) sur fragments B (PEX-B)

Comparaison profils séquencage/PEX-A/PEX-B

Identité = Marqueur techniquement validé

Génotypage de populations :
Equilibre de Hardy Weinberg
Déséquilibre de liaison
Fréquences alléliques

Etc.

Marqueur informatif < validé

Optimisation de I'analyse multiplexée des marqueurs validés

Non

Différence(s)

Marqueur non
adapté pour
I'identification
génétique

Marqueur
rejeté

Marqueur
rejeté

Marqueur
rejeté

Figure 17 : Présentation schématique des étapes de sélection et de validation des marqueurs

SNP utilisées dans ce travail.
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11.1.2. SNP bu CHROMOSOME X (SNP-X)

Les marqueurs du chromosome X (SNP-X) ont été sélectionnés parmi des SNP rapportés
comme étant dimorphes et présentant des fréquences alléliques se rapprochant de 0,5 [Taillon-
Miller et Kwok, 2000] afin d’étre évalués en tant que marqueurs en médecine légale et en
anthropologie [Szibor et al., 2003]. Les marqueurs du chromosome X ont été étudiés par

séguencage uniquement.

11.1.3. SNP DU CHROMOSOME Y (SNP-Y)

L'étude de populations anciennes a l'aide des marqueurs classiques (microsatellites nucléaires)
permettent de déterminer des relations de proche parenté entre individus retrouvés dans des
sites d'inhumation, révélant ainsi des pratiques funéraires. L'utilisation de marqueurs
bialléliques qui présentent un taux de mutation inférieur a celui des polymorphismes de
répétition permet de cibler des événements correspondant a des périodes plus longues.
L'équipe d'accueil 3428 travaillant sur des spécimens anciens de Mongolie, Sibérie, Yakoutie
et d'/Amérique du sud, I'étude des SNP-Y a été concentrée sur 3 marqueurs (TAT, M242 et
RPS4Y) présentant un intérét pour étudier I'histoire et I'évolution de ces populations du passe
(Figure 18) [Zerjal et al., 1997 ; Seielstad et al., 2003 ; Bergen et al., 1998].

M9
| RPS4Y
l Tat D
M|45 (T>0)
M242
(C—|>T)
Haplogroupe Q N3 C

Figure 18 : Arbre phylogéographique montrant les SNP du chromosome Y étudiés ainsi que

les haplogroupes qu'ils définissent.
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11.2. Echantillons

11.2.1. CONSENTEMENT ECLAIRE

Ce travail a été réalisé conformément aux lois du 29 juillet 1994 et du 6 ao(t 2004 relatives a

la bioéthique.

Selon l'Article 16-10 du Code Civil, "L'examen des caractéristiques génétiques d'une
personne ne peut étre entrepris qu'a des fins médicales ou de recherche scientifique™. "Le
consentement expres de la personne doit étre recueilli par écrit prealablement a la réalisation
de l'examen, aprés qu'elle a été diment informée de sa nature et de sa finalité. Le
consentement mentionne la finalité de I'examen. Il est révocable sans forme et a tout

moment".

L'article 16-11 du Code Civil dispose : "L'identification d'une personne par ses empreintes
génétiques ne peut étre recherchée que dans le cadre de mesures d'enquéte ou d'instruction
diligentées lors d'une procédure judiciaire ou a des fins médicales ou de recherche
scientifique. En matiere civile, cette identification ne peut étre recherchée qu'en exécution
d'une mesure d'instruction ordonnée par le juge saisi d'une action tendant soit a
I'établissement ou la contestation d'un lien de filiation, soit a I'obtention ou la suppression de
subsides. Le consentement de I'intéressé doit étre préalablement et expressément recueilli.
Lorsque l'identification est effectuée a des fins médicales ou de recherche scientifique, le

consentement de la personne doit étre au préalable recueilli.”

Selon l'article L.145 du Code de la Santé Publique, "L'examen des caractéristiques génétiques
d'une personne ou son identification par empreintes genétiques, lorsqu'elle n'est pas réalisee
dans le cadre d'une procédure judiciaire, ne peut étre entrepris qu'a des fins médicales ou de
recherche scientifique. Le consentement doit étre recueilli par écrit aprés qu'une information

loyale et intelligible ait été donnée (Article L145 du Code de la Santé Publique alinéa 2)".

Le consentement éclairé des personnes permettant la réalisation de ces travaux a été précédé
d'une information appropriée sur la nature de I'examen proposé et mentionne la finalité de
I'étude. Recueilli par écrit il est révocable sans forme et a tout moment.

Un exemple de consentement éclairé est présenté en annexe 1.
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11.2.2. ECHANTILLONS D'OPTIMISATION ET VALIDATION TECHNOLOGIQUE

11.2.2.1. SNP autosomaux et du chromosome X

Les développements et optimisations ont été effectués sur 2 ADN féminins, 2 ADN masculins
et un mélange des 4 ADN en proportions égales extraits a partir de prélevements buccaux sur
cytobrosses de personnes travaillant au laboratoire. Toutes les expériences ont été faites sur
des témoins d’extraction (extraction sur eau ultra pure) et des témoins négatifs

d’amplification. Aprés extraction, I’ADN a été quantifié sur gel d’agarose.

11.2.2.2. SNP du chromosome Y

Les développements et optimisations ont été effectués sur 11 prelevements de différents types
(prélévements sanguins dans des tubes contenant de I'EDTA, prélévements sanguins déposés
sur support FTA® (Whatman Biosciences,Inc), prélévements buccaux sur cytobrosse, etc.) sur
des personnes de sexe masculin, dont I'ADN a été extrait a différents moments puis conservé
dans des conditions adaptées (solution d'extrait a -20°C ou sur substrat a température
ambiante). Toutes les expériences ont été faites sur des témoins d’extraction (extraction sur

eau ultra pure) et des témoins négatifs d’amplification (eau ultra pure et ADN féminin).

11.2.3. ECHANTILLONS DE POPULATION FRANCAISE

Les analyses SNP ont été réalisées sur des cas medico-légaux (71 prélevements dont 20 cas de
paternité confirmés et 5 exclusions) en complément de l'analyse des marqueurs STR. Ces
familles francaises ne présentent pas de lien de parenté entre elles. En complément de cette
population dont les descendants ont di étre exclus des calculs statistiques (fréquences,
désequilibres de liaison, etc.), les SNP ont aussi été etudiés sur 29 prélevements buccaux de
personnes sans lien de parenté. Tous les marqueurs SNP, autosomaux et du chromosome X,

techniquement validés ont été etudiés sur un échantillon de 100 individus.

Il s’agit de 2 types de prélévements, sanguins sur EDTA (anticoagulant) ou sur carte FTA® et
buccaux sur cytobrosse. Afin d’uniformiser le type de matrice utilisée, les échantillons de

sang ont été déposés sur du papier FTA® et les analyses effectuées a partir de pastilles.
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11.2.4. ECHANTILLONS ANCIENS : ETUDE DES SNP-Y

Les SNP du chromosome Y ont été analysés sur des échantillons d'ADN masculin anciens,
obtenus a partir de restes osseux découverts dans la nécropole de la vallée d'Egyin Gol en
Mongolie du nord [Keyser-Tracqui et al., 2003]. Selon les résultats de la datation au carbone
14, ce site funéraire a été utilisé durant toute la période Xiongnu, du 3°™ au 2°™ siécle avant

Jésus Christ.

11.3. De I'ADN dans I'échantillon a I'"ADN dans le tube

11.3.1. EXTRACTION D'ADN

Quel que soit le type de matrice, le principe des techniques d'extraction d’ADN est
sensiblement le méme et comprend quatre grandes étapes : la lyse des cellules, la dégradation
des protéines libérées, la séparation des acides nucléiques des autres composants et la
purification de I'ADN.

Le protocole ci-dessous est utilisé pour I'extraction d'/ADN a partir d'environ 1 mL de sang
total, d'un prélévement buccal sur cytobrosse. Les cellules sont lysées par incubation de
I'échantillon en présence de 3 mL de tampon de lyse (tampon Tris-HCI 10 mM pH 8, NaCl
300 mM, EDTA 10 mM, SDS 2% (p/v), urée 8 M, protéinase K 300 pg / mL) sous agitation
douce a 37°C pendant la nuit. Apres I'ajout de 20 pg / mL de RNAse A, le mélange est incubé
sous agitation douce a 56°C pendant une heure afin de digérer les acides ribonucléiques.
L'ADN ainsi libéré est extrait selon un protocole standard d'extraction organique
(phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25 : 24 : 1, viviv) [Ausubel et al., 2002].

11.3.2. PURIFICATION DE L'ADN

11.3.2.1. Précipitation a I'éthanol

La précipitation alcoolique permet d'6ter toute trace de chloroforme de la phase aqueuse,
contenant I'ADN, prélevée suite a l'extraction organique. L'ADN est précipité selon un

protocole standard [Ausubel et al., 2002], séché puis resuspendu dans 400 pL (pour le sang)
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ou 200 pL (pour les cytobrosses ou les taches) de tampon TE light 1X (tampon Tris HCI
10 mM pH 8, EDTA 0,1 mM) ou d'eau ultra pure.

La purification par précipitation est utilisée lors du travail sur des échantillons contenant de
I'ADN en abondance et non dégradé tels des prélevements de sang frais ou de salive sur

cytobrosses.

11.3.2.2. Purification & I'aide du kit Clean-Mix™ (Talent)

Reposant sur la grande affinité de I'ADN pour la silice [HOss et Pdabo 1993] en présence de
thiocyanate de guanidine, le kit Clean-Mix™™ (Talent) permet de laver I'ADN fixé sur la
résine selon le protocole du fournisseur et de I'éluer, une fois purifié de tout contaminant, dans
de I'eau ultra pure. Cette methode permet de purifier des fragments d'ADN dont la taille est
comprise entre 100 pb et 500 kpb, a partir du surnageant issu de I'extraction organique de
matrices complexes tels les ossements, les dents, les prélevement anciens ou dont la

conservation dans des conditions optimales n'est pas garantie.

11.3.3. QUANTIFICATIONS DE L'ADN PAR PCR EN TEMPS REEL

Au vu de la disparité qualitative et quantitative des échantillons a partir desquels I'ADN peut
étre extrait, il apparait indispensable de quantifier les extraits avant leur analyse.

La détermination quantitative d'ADN se base sur le nombre de cycles minimum (Ct)
nécessaire a l'atteinte du seuil correspondant a une fluorescence donnée dans le tube
réactionnel. Le seuil est déterminé pour correspondre a la zone d’amplification exponentielle
de la réaction de PCR.

On distingue deux types de quantifications, l'une absolue se référant a une gamme de
concentration connue et la seconde relative se référant a une autre cible interne a I'échantillon
tel un géne domestique.

Dans cette étude, les quantifications absolues ont été effectuées grace au kit Quantifiler™
Human DNA Quantification Kit (Applied Biosystems) basé sur la technique 5' Nucléase de la
technologie TagMan (décrit dans la section 1.4.4.2.1.2). La gamme de concentration pouvant
étre détectée est comprise entre 23 pg et 50 ng pour 2 pL d'extrait. Les amplifications et
lectures ont été faites au moyen de I'appareil ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems).
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11.3.4. CONCENTRATION ET PURIFICATION PAR ULTRAFILTRATION

L'ultrafiltration sur microconcentrateur repose sur l'utilisation de membranes semi-perméables
pour la séparation de molécules en solution en fonction de leur poids moléculaire. D'autres
facteurs, telles la forme et la charge de la molécule, peuvent aussi jouer un réle lors de la
séparation. Les molécules de taille plus importante que celle des pores de la membrane seront
retenues a sa surface et concentrées par ultrafiltration. L'avantage de ce systéeme est de ne pas
induire de dégradation mécanique des molécules tout en permettant leur purification et leur
lavage. Les propriétés de rétention de la membrane sont exprimées par le seuil d'arrét
moléculaire (Molecular Weight Cut Off, MWCO) qui indique que les molécules dont le poids
moléculaire lui est supérieur sont retenues a plus de 90%.

Par ultrafiltration, il est possible de concentrer des suspensions de maniére tres efficace sans
induire de dégradation mécanique des acides nucléiques (par exemple lorsque I'extraction
d'’ADN n'a pas permis d'obtenir une suspension suffisamment concentrée pour son
application).

Les microconcentrateurs utilisés dans cette étude sont les microcon® (Millipore) de MWCO
adaptés a la taille des fragments cibles selon le protocole du fournisseur.

11.3.5. UTILISATION DE LA TECHNOLOGIE FTA® (WHATMAN, INC)

FTA® est une chimie brevetée de la société Whatman. Cette chimie sur matrice de cellulose
permet d'une part la lyse des membranes des cellules déposées et de leurs organelles suivie du
largage des acides nucléiques qui seront enchassés et protégés dans les fibres du support
(Figure 19). D'autre part, elle inactive les phages, bactéries et virus rendant ainsi inertes (pour
le manipulateur et pour les acides nucléiques) les échantillons collectés. Une fois secs, les
acides nucléiques sont protégés de la dégradation enzymatique, microbienne, oxydative ou par
les radicaux libres, et peuvent étre conservés durant plusieurs années a température ambiante.

Un prélevement sur carte FTA consiste en la découpe, a l'aide d'un emporte-piece, d'une
rondelle (punch) de 1,2 mm de diametre imprégnée de sang (ou de salive) séché. Le punch est
lavé a 3 reprises par 500 pL de solution de lavage FTA®, selon les recommandations du
fournisseur, puis a 2 reprises par 200 uL de tampon TE light. Le punch est ensuite séché a

température ambiante puis conservé transitoirement a 4°C ou utilisé directement en PCR.
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Figure 19 : Vue en microscopie électronique d'une portion d'un dépdt de sang sur un support
FTA® (Whatman, Inc). a - dépdt frais de sang (1500 X); b - dép6t de sang sur une carte FTA®
(Whatman Biosciences, Inc) aprés un lavage au réactif FTA (10000 X). Source : Whatman

11.4.  Amplification par PCR

11.4.1. DESSIN ET CONSTRUCTION D'AMORCES PCR

La mise au point d'une réaction PCR spécifique et efficace dépend fortement du choix des
amorces devant l'initier [Sanchez et al., 2005]. La recherche d'amorces a été faite
manuellement avec le support du logiciel OLIGO-4.0-s [Rychlik et al., 1989] pour les calculs
de température de fusion et d'énergie libre des structures secondaires en temps réel.

. La longueur des amorces doit étre comprise entre 18 et 30 nucléotides pour assurer la
spécificité lors de I'hybridation. En théorie, un oligonucléotide de 18 bases représente une
séquence unique parmi 7x10' nucléotides et devrait shybrider & une seule position dans la

majorité des génomes eucaryotes comportant 10° & 10™° pb.

. Deux couples d'amorces non chevauchants pour la PCR ont été dessinés pour
I'amplification de chaque marqueur, le premier de température de fusion (Tm) comprise entre
56 et 58°C et l'autre de Tm comprise entre 64 et 66°C [Borer et al., 1974 ; Suggs et al., 1981 ;
Breslauer et al., 1986 ; Rychlik et al., 1990]. Lorsque la taille du fragment le permettait
(minimum 50 pb avec le SNP positionné au centre de I'amplicon), les produits d'amplification
obtenus ont été compares par séquencage. Dans le cas contraire les résultats ont été comparés

suite a I'extension d'amorce.
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. Les structures secondaires induites par l'auto-, l'inter- et I'intra-complémentarité des
amorces doivent étre facilement rompues lors de I'étape de dénaturation, pour ne pas
empécher I'amplification. Ainsi, les amorces ont été sélectionnées de maniere a présenter des

énergies libres des liaisons prédites supérieures a -6 kcal [Breslauer et al., 1986].

. La composition des amorces en A et T d'une part et en G et C d'autre part doit étre
équilibrée (entre 40 et 60%) et homogene sur la longueur de lI'oligonucléotide [Henegariu et
al., 1997 ; Markoulatos et al., 2002].

« L'hybridation de l'extrémité 3' de I'amorce étant capitale pour [l'initiation de
I'amplification une "GC-clamp" y est ajoutée (1 a 3 guanines ou cytosines complémentaires a
la séquence cible). Il est recommandé d'éviter une terminaison de I'amorce par une thymine en
son extrémité 3' [Kwok et al., 1990 ; Sommer et Tautz, 1989].

« La taille des fragments a amplifier a été limitée a un maximum de 150 pb. La région
des 11 nucléotides, comprenant le SNP et 5 bases de part et d’autre de celui-ci, a été exclue du
champ de selection des amorces. La perte de stringence due a I'hybridation des
oligonucléotides pour la discrimination allélique sur ceux de Il'amplification est ainsi
minimisee. La limite inférieure de la longueur des amplicons a été fixée a environ 60 pb afin
d'éviter le fort potentiel de contamination observé avec des fragments plus courts [Bersting et
al., 2004].

11.4.2. OPTIMISATION DES REACTIONS DE PCR

Dans un premier temps, les fragments contenant les SNP d'intérét ont été amplifiés
individuellement (PCR single) dans le but de valider la spécificité de I'amplification, la
séquence du fragment (par séquencage), le polymorphisme du SNP et la faisabilité de la
réaction d'extension d'amorce. Ce n'est qu'apres Vérification de ces points que I'optimisation
de lI'amplification simultanée de plusieurs fragments d'intérét a pu étre envisagée.

Les réactions d'amplifications ont été développées dans des conditions identiques pour tous
les fragments d'intérét. D'une part, ceci a été accompli par le dessin d'amorces de Tm voisins,
de pourcentages de GC équilibrés et de complémentarité faible. D'autre part, au vu de
I'indépendance des facteurs primordiaux (la température d'hybridation (Ta) et la concentration
en magnésium), le milieu de réaction a été optimisé selon un plan expérimental factoriel

complet a 3 niveaux. Il en résulte une estimation non biaisée de tous les effets principaux et
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des interactions dues a I'évaluation de chaque facteur sous un ensemble variable de conditions

avec des répétitions internes.

11.4.2.1. Plan d'expérience

Les niveaux du facteur "concentration Mg2+" ont été définis autour de la valeur
recommandée par le fournisseur de la polymérase (2 mM, 2,5 mM et 3 mM). Les valeurs de
Ta testées ont été définies autour de la valeur médiane de la fourchette préconisée au
paragraphe 11.4.1. (49°C, 51°C et 53°C pour le premier et 56°C, 58°C et 60°C pour le second
couple d'amorces).

Cette premiere amplification devant servir a la validation des marqueurs, le résultat des tests,
déterminé par électrophorése sur gel d'agarose, peut étre encodé de maniere binaire. Le
résultat est considéré positif si, pour toutes les amplifications testées dans les conditions
définies, l'amplicon attendu est présent, des produits damplification aspécifique sont
inexistants et les diméres d'amorces sont minoritaires. Le résultat est considéré négatif si une
de ces exigences n'est pas satisfaite.

Les expériences ont été faites en deux series. Une premiere série complete d'expériences a été
réalisée sur 15 couples d'amorces. Au vu des résultats obtenus, la deuxieme série
d'expériences sur les couples d'amorces restants était réduite aux tests de conditions ayant

permis un résultat positif sur la premiere série.

11.4.2.2. Les autres parameétres de réaction PCR

Les fragments ont été amplifiés dans un volume réactionnel de 30 pL a l'aide d'une unité de
Tag polymérase (MBI fermentas, Lithuanie) en présence du tampon de réaction sans
magnésium (1X), de 0,32 uM de chaque amorce, 200 uM de chaque dNTP et de MgCl, a la
concentration déterminée par le plan d'expérience. Les réactions de PCR ont été réalisées sur
un appareil GeneAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer) avec un programme composé de 5
minutes de dénaturation initiale suivies de 30 cycles de 30 secondes a 95°C, 45 secondes a Ta

(cf. 11.4.2.1.), 30 secondes a 72°C et finalisé par une extension de 2 minutes a 72°C.
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11.4.2.3. Détection des amplicons

Les produits d'amplification ont été observés sous lumiére UV apres électrophorése sur gel a
3% d'agarose standard contenant du BET, dans du tampon TBE 1X (89 mM Tris base, 89 mM
acide borique, 2 mM EDTA, pH 8,3) [Ausubel et al., 2002].

I1.5. Séquencage

Le sequencage des fragments contenant les SNP a été effectué d'une part afin de verifier la
séquence bordant le polymorphisme dans le but de la synthése d'amorces pour la réaction
d'extension d'amorce (premier lot d'amorces), d'autre part afin de comparer les résultats
obtenus par les deux méthodes (les deux lots d'amorces) et enfin pour vérifier I'existence
d'alléles nuls dus a une éventuelle mutation dans le site de fixation des amorces (séquengage
des fragments amplifiés par les amorces du premier lot, grace aux amorces du deuxieme lot).
Les réactions de séquencage ont été réalisées grace au kit BigDye® Terminator v 1.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) sur un appareil GeneAmp PCR System 9600 (Perkin
Elmer) selon les recommandations du fournisseur. Les deux brins des fragments, amplifiés
puis purifiés par ultracentrifugation sur colonne microcon®-30 (Millipore) et élués dans
20 pL de tampon TE light, ont été séquencés.

Les produits de séquencage ont été purifiés soit par précipitation a I'éthanol selon les
recommandations du fournisseur du kit de séquengage et élués dans 20 uL d'eau ultra pure,
soit grace au kit Genopure oligo (Bruker Daltonics) auquel cas les produits ont été élués dans
10 uL d'eau ultra pure. Cette derniére technique permet d’obtenir un degré de pureté
comparable a celui de la précipitation mais avec un gain de temps important. Dans ce cas, seul
2 ul d’éluét ont été déposés dans 18 pL d’eau en vue de I’électrophorése contre 4 dans 16 pL
d’eau pour les produits précipités a I’éthanol.

Les données brutes de séquencage obtenues aprés électrophorése capillaire sur un appareil
ABI PRISM® 3100 genetic analyzer (Applied Biosystems) sont interprétées grace au logiciel
DNA Sequencing Analysis (Applied Biosystems) puis analysées a l'aide du logiciel Sequence

Navigator (Applied Biosystems) basé sur le programme d'alignements multiples Clustal-V.
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11.6. Extension d’amorce (Primer Extension, PEX)

11.6.1. DESSIN D'AMORCES PEX

Le choix des amorces pour I'extension allele spécifique d'amorce est limité par rapport a celui
des amorces PCR. En effet, une amorce PEX doit s’hybrider immédiatement en amont (du
coté 5") du polymorphisme. La longueur de I'amorce étant limitée par la température de fusion
imposée, le choix entre les orientations sens et anti-sens sera guidé par la "qualité" de la
séquence uniquement.

L’extension d’amorce (PEX) pour plusieurs SNP devant pouvoir se faire simultanément en
une seule réaction (multiPEX), la méme Tm a été imposée pour toutes les amorces. Les
produits PEX étant analysés sans modification (par exemple coupure par enzyme de
restriction ou photoclivage pour réduire leur taille), une Tm de 56 a 60°C a été choisie. Ainsi
la masse des produits a été limitée a la gamme comprise entre 4500 et 8500 Da. Cette Tm
implique une hybridation lors de la réaction de PEX a une Th entre 48 et 56°C assurant ainsi
une spécificité suffisante, en particulier lorsqu’il s’agit d’hybridation sur des produits PCR et
non sur tout un génome.

En vue de la réaction d'extension d'amorce, les produits PCR ont été purifiés grace au kit
Genopure™ ds (Bruker Daltonics) selon les recommandations du fournisseur et élués dans

8 uL d'eau ultra pure.

11.6.2. OPTIMISATION PEX

Dans un premier temps, les SNP d'intérét ont été analysés individuellement (singlePEX) dans
le but de valider la spécificité d'extension. Les PEX simultanées (multiPEX) n’ont été
optimisées qu’apres validation de la faisabilité technique de I’analyse des SNP et de leur
informativité et utilité pour I’identification individuelle.

Au vu de I'indépendance des principaux facteurs de I’amplification, le milieu de réaction a été

optimisé selon un plan expérimental factoriel complet a 3 niveaux.
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11.6.2.1. Plan d'expérience

Les facteurs primordiaux dans une réaction PEX simple sont la concentration en magnésium,
la température d'hybridation et la quantité d’ADN cible.

Les niveaux du facteur "concentration Mg2+" ont été définis selon les recommandations du
fournisseur de la polymeérase. Les valeurs de Ta testées ont été définies autour de la valeur

médiane de la fourchette préconisée au vu des Tm des amorces (Tableau 2).

Tableau 2 : Facteurs et leurs niveaux évalués dans le plan d'expérience pour I'optimisation
des réactions PEX.

Facteur Niveau -1 0 +1
[Mg?*] 5 mM 7,5 mM 10 mM
Ta 49°C 51°C 53°C
Quantité de produit PCR purifié 2 uL 4 uL 6 uL

Le resultat est considéré positif si, pour toutes les extensions testées dans les conditions
définies, les produits attendus sont présents et correspondent aux produits de séquencage, des
produits aspécifiques sont inexistants, I’exceés d’amorce n’est pas majoritaire et les produits
correspondant aux deux alleles sont équilibrés. Le résultat est considéré négatif si une de ces

exigences n'est pas satisfaite.

11.6.2.2. Les autres parameétres de réaction PEX

Le volume réactionnel est de 10 uL et contient 1 unité de TermiPol® polymérase (Solis
BioDyne, Estonie), du tampon de réaction sans magnésium (1X), 1 uM d’amorce, 200 uM de
chaque dNTP et ddNTP nécessaire a I’extension et du MgCl, a la concentration déterminee
par le plan d'expérience. Les réactions de PEX ont été réalisées sur un appareil GeneAmp
PCR System 9600 (Perkin Elmer) avec un programme comprenant 1 minute de dénaturation
initiale suivie de 35 cycles de 10 secondes a 95°C, 30 secondes a Ta (cf. Tableau 2), 30

secondes a 72°C et finalisé par une extension de 2 minutes a 72°C.
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11.6.3. PURIFICATION DES PRODUITS PEX

Les produits d’extension ont été purifiés grace au kit Genopure™ oligo (Bruker Daltonics)

selon les recommandations du fournisseur et élués dans 5 pL d'eau ultra pure.

11.7. Les réactions simultanées (PCR multiplex et multiPEX)

L’optimisation des réactions simultanées a été faite lorsque tous les marqueurs ont été validés.
Les deux étapes de réactions multiples sont liées puisque les produits de chaque PCR
multiplexée doivent étre analysées dans des réactions PEX multiplexées. Cependant, tous les
produits d’une PCR ne doivent pas impérativement étre analyses en une seule PEX, ce qui
permet un moindre degré de multiplexage dans la discrimination allélique et I’utilisation
d’amorces de taille similaire. Ce dernier point permet des températures de fusion voisines et
une faible dispersion des spectres de masse sans perte de résolution.

Tout d’abord les SNP ont été regroupes selon les dNTP nécessaires a leur analyse c’est a dire

selon la composition du milieu réactionnel PEX (Tableau 3).

Ensuite, les SNP de chaque milieu ont été triés selon la masse moléculaire des amorces
servant a leur discrimination allélique et des produits d’extension et regroupés par 2 a 4 de
maniére a ce que les entités attendues (amorces et oligonucléotides SNP et allele spécifiques)
différent en masse de au moins 60 Da. Ceci a donné lieu a des "groupes PEX". Enfin,

plusieurs "groupes PEX" ont été regroupés en "groupes PCR".

Tableau 3 : Composition en nucléotides des différents milieux PEX

Milieu Désoxyribonucléotide Di-désoxyribonucléotides
A dATP ddTTP, ddGTP, ddCTP
T dTTP ddATP, ddGTP, ddCTP
G dGTP ddTTP, ddATP, ddCTP
C dCTP ddGTP, ddTTP, ddATP

AT dATP, dTTP ddGTP, ddCTP
GC dGTP, dCTP ddTTP, ddATP
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Ensuite, les SNP de chaque milieu ont été tries selon la masse moléculaire des amorces et des
produits d’extension puis regroupés par 2 a 4 de maniére a ce que les entités différent en
masse d'au moins 60 Da. Ceci a donné lieu a des "groupes PEX". Enfin, plusieurs "groupes
PEX" ont été regroupés en "groupes PCR".

Dans un premier temps, les réactions simultanees ont eté optimisées selon les mémes facteurs
que les réactions simples. Ensuite, I'équilibre des quantités de produits générées a été ajuste en
variant la concentration des amorces de maniére empirique. Cependant, lorsque des fragments
contenant des SNP d'intérét ne pouvaient pas étre produits par cette optimisation simple, de
nouvelles amorces ont di étre dessinées et synthétisées jusqu'a obtention de la compatibilité

avec des réaction simultanées.

11.8. Spectrométrie de masse MALDI-TOF

11.8.1. PREPARATION DE LA MATRICE

L’analyse d’oligonucléotides en spectrométrie de masse MALDI-TOF nécessite leur co-
cristallisation avec une matrice afin d’étre protégés lors de leur ionisation.

Dans cette étude, la matrice utilisée comporte de I'acide 3-hydroxypicolinique (3-HPA) [Wu
et al., 1994] et de sels d’ammonium afin d’améliorer le signal (diammonium
hydrogenocitrate, DAHC) [Pieles et al., 1993].

La cristallisation de la matrice est un mécanisme mal contrélé. En effet, le 3-HPA cristallise le
plus souvent en anneau hétérogene rendant une recherche de sweet spots de cristaux
incontournable. Afin d’optimiser la cristallisation, nous avons testé plusieurs facteurs

(Tableau 4) selon un plan expérimental factoriel a 2 niveaux.

Tableau 4 : Facteurs et leurs niveaux évalués dans le plan d'expérience pour
I'optimisation de la cristallisation des dépéts.

Facteur Niveau -1 +1
[3-HPA] 59/L 10g/L
[DAHC] 2g/L 4g/L
Quantité de matrice déposee 0,5 L 1puL
Quantité d’échantillon déposée 0,5 uL 0,75 uL

81



11.8.2. PREPARATION DU DEPOT

La méthode de dépdt sélectionnée est la méthode de la goutte séchée sur une cible Anchor-
Chip™ (284-400 pm) (Bruker Daltonics). Le dép6t de I’échantillon se fait sur le dépot de
matrice cristallisée. Différents modes de séchage, 20 minutes a température ambiante, 5
minutes a I’étuve a 35°C et 30 secondes dans une cloche a vide, ont été testés afin d’observer

leur influence sur la qualité et la rapidité de la cristallisation.

11.8.3. ANALYSE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE MALDI-TOF

Les analyses ont été faites sur un instrument Ultraflex™ (Bruker Daltonics) au LSMBO en
mode linéaire positif (Tableau 5). L’excés d’amorces non étendues a été utilisé comme

standard interne a chaque dépdt pour la calibration de I'appareil.

Tableau 5 : Valeurs de parametres de la méthode d'analyse appliquées a la détection des
oligonucléotides par I'instrument Ultraflex™ (Bruker Daltonics).

Paramétres de I’instrument Valeurs pour I’analyse d’oligonucléotides (3 kDa < M < 9 kDa)
Pression N2 ~1400 mbar
Puissance Laser 65-75%
Nombre de tirs 100
Spectrométre
Source ionique 1 20 kV
Source ionique 2 18,3 kV
Lentille 8 kV
Extraction d’ion pulsée 150 ns
Polarité Positive
Détecteur Linéaire
Filtrage d’ions de basse masse 2000 Da
Détection
Gamme de masse Basse : 3 kDa -9 kDa
Gain électronique 3X
Lissage en temps réel oui
Paramétrage
Fréquence Laser 20 Hz
Atténuateur de laser minimum 60 / gamme 30
Digitaliseur 127 cnt
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11.8.4. DETERMINATION DE LA MASSE

Les valeurs de masse pour chaque pic détecté a un temps de vol donné ont été attribuées grace
au logiciel X-MASS™ (Bruker Daltonics) en mode d'annotation centroide. Cette fonction
calcule la masse de I'entité détectée selon la position des 10% de la partie supérieure du pic
qu'elle engendre.

Afin de déterminer les fenétres de lecture des temps de vol de chaque produit, c'est-a-dire les
valeurs d'intervalles de masses dans lesquels les pics correspondant a un produit donné
doivent étre attendus, nous avons comparé d'une part les valeurs de masses attendues aux
valeurs de masses observées et nous avons d'autre part étudié la déviation standard de la
masse observée pour chaque produit. Ces évaluations ont été faites par comparaison de 96

spectres pour chaque produit attendu.

11.9. Analyse des SNP du chromosome Y

L'analyse des SNP TAT, M242 et RPS4Y a été réalisée de maniere simultanée. Les fragments
les contenant ont été amplifiés dans un volume réactionnel de 30 L a I'aide de 1 unité de Taq
polymérase (MBI fermentas, Lithuanie) en présence du tampon de réaction sans magnésium
(1X), 0,32 uM de chaque amorce TAT et RPS4Y, 0,16 uM de chaque amorce M242 (Tableau
6), 200 uM de chaque dNTP et de 3 mM MgCl.. Les réactions de PCR ont été realisées sur un
appareil GeneAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer) avec un programme composé de 5
minutes de dénaturation initiale a 96°C suivies de 30 cycles de 15 secondes a 96°C, 15

secondes a 60°C, 30 secondes a 72°C et finalisé par une élongation de 2 minutes a 72°C.

Tableau 6 : Séquence des amorces utilisées pour I’amplification simultanée des fragments contenant les
3 SNP-Y sélectionnes.

] y o Taille du fragment
Marqueur ~Amorce = Séquence amorce (5°—>3’) amplifié
GCT TTC TAC GGC ATA GAA AGT TTG TGC
M242 Sens 143 pb

Antisens | CCT AGA ACA ACT CTG AAG CGG TGG

AT Sens  GAC TCT GAG TGT AGA CTT GTG A .
Antisens GAA GGT GCC GTA AAA GTG TGA A P
Sens  CTA TTG CAG GGC AAT AAA CCT TGG

RPS4Y ) 70 pb
Antisens CTT CAG CAA CAG TAA GTC GAA TGC
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Les séquences des amorces et produits PEX possibles lors de I'analyse de ces trois marqueurs
sont résumés dans le tableau 7. Le volume réactionnel de PEX de 10 pL contient 1 unité de
TermiPol® polymérase (Solis BioDyne, Estonie) en présence du tampon de réaction sans
magnésium (1X), 1 uM des amorces TAT-S et RPS4Y-S et 0,5uM d’amorce M242-S,
200 UM de chaque dNTP et ddNTP nécessaire a I’extension et 10 mM MgCl,. Les réactions
de PEX ont été réalisées sur un appareil GeneAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer) avec un
programme composé de 1 minute de dénaturation initiale a 96°C suivie de 35 cycles de 10
secondes a 95°C, 30 secondes & 54°C, 30 secondes a 72°C et finalisé par une élongation de 2
minutes a 72°C.

Tableau 7 : Séquence et masse des produits attendus lors de I'analyse des marqueurs TAT, M242 et
RPS4Y. L'orientation de I'amorce (s pour sens et as pour antisens) est aussi indiqué.

Marqueur | Produit Séquence Masse
Amorce (s) CAA TAA ACC TTG GAT TTC 5459 Da
RPS4Y-S  Allele T CAA TAA ACC TTG GAT TTC ddT 5763 Da
Alléle C CAA TAA ACC TTG GAT TTC dCdCddT 6340 Da
Amorce (s) CAA AAA GGT GAC CAA GGT GCT 6489 Da
M242-S Allele T CAA AAA GGT GAC CAA GGT GCT dT 6777 Da
Alléle C CAA AAA GGT GAC CAA GGT GCT dCddT 7066 Da
Amorce (as) CTC TGA AAT ATT AAA TTA AAA CAA C 7626 Da
TAT-S Allele T CTC TGA AAT ATT AAA TTA AAA CAA CddA 7939 Da
Alléle C CTC TGA AAT ATT AAA TTA AAA CAA CdGddT 8259 Da

11.10. Analyse des SNP du chromosome X

Les fragments contenant les SNP du chromosome X ont été amplifiés en réactions
individuelles dans un volume réactionnel de 30 uL a l'aide de 1 unité de Tag polymérase de
MBI fermentas (Lithuanie) en présence du tampon de réaction sans magnésium (1X),
0,32 uM de chaque amorce (Tableau 8), 200 UM de chaque dNTP et de 2 mM MgCI2. Les
réactions de PCR ont été réalisées sur un appareil Perkin Elmer GeneAmp PCR System 9600
avec un programme composé de 5 minutes de dénaturation initiale a 96°C suivies de 30
cycles de 15 secondes a 96°C, 15 secondes a 58°C, 30 secondes a 72°C et finalisé par une
élongation de 2 minutes a 72°C.
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Les fragments ont été analysés par séquencgage grace au kit BigDye® Terminator v 1.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) sur un appareil Perkin ElImer GeneAmp PCR System
9600 selon les recommandations du fournisseur (paragraphe I1.5.). Les deux brins des

amplicons ont été séquences.

Tableau 8 : Les SNP du chromosome X étudiés, leur fréquences alléliques dans la population
caucasienne et les séquences des amorces (de 5' en 3') permettant I'amplification et le
séquencage de fragments les contenant.

séquence de l'amorce sens

dbSNP N° ; . . alléles
séquence de I'amorce antisens
TCC TAA GAG ATG TTT TGT TC
rs618 CTT TCC TGT TAC TTC CCG GIA
CTG GGC TCA ATG AAT GGC
rs16282 | o716 AAG AGA GAA ATG AAA TG C/IT
616 TCC ATC AGA ACT ACA GCG o
rs TTC TCA CTT ATC AAC AAA CC
TTT TAC ATT GAA GAT TTA CAC A
rs17379 | 16c TAA TGA GAC AAA TGC C AIG
78 CCA TCC ATC ACT TCC TTC TGC -

CCT TAG TTC CCT CAG ATG AC

11.11. Analyses statistiques

11.11.1. PARAMETRES SPECIFIQUES DES LOCI

. Le degré d'hétérozygotie
Le degré d'hétérozygotie représente la fréquence observee du génotype hétérozygote.

« Probabilité d'identité et pouvoir de discrimination
La probabilité d'identité (pM) représente la probabilité pour que deux individus pris au hasard
dans une population présentent des génotypes identiques pour le locus considéré. Elle est

calculée par la formule suivante :

pM = Zn: pGi?
i=1

ol pGi correspond a la fréquence du i™ génotype, i couvrant les différents génotypes

considérés.
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Le pouvoir discriminant (Pd) correspond a la probabilité inverse de pM : Pd = 1-pM. Plus un
marqueur génétique possede de variants alleliques, plus le pouvoir de discrimination est élevé.
Lors de I'étude de plusieurs loci, il est possible de calculer un pouvoir de discrimination
combiné a partir des pM des n marqueurs selon la formule suivante, ou pM; correspond a la

probabilité d'identité du i°™ marqueur et n le nombre de marqueurs considérés.

Pdfcombiné =1- H pMi
i=1

Ce pouvoir discriminant traduit la confiance que I'on peut avoir dans l'utilisation d'un
ensemble de marqueurs pour distinguer deux individus dans une population. Il permet
d'évaluer la puissance de I'analyse que l'on pratique mais ne donne pas de renseignement sur
I'indice biologique lui-méme. Ce renseignement peut étre obtenu a partir de la fréquence du
profil qui correspond au produit des fréquences des genotypes observés sur les loci
consideérés. Correspondant au risque de correspondance fortuite elle permet d'évaluer la valeur

probante de I'indice. Plus ce risque est faible, plus la valeur probante sera grande.

11.11.2. UTILISATION DU LOGICIEL GENEPOP

Les divergences de I'équilibre de Hardy-Weinberg et les déséquilibres de liaison des différents
loci situés sur le méme chromosome ont été estimés grace au logiciel Genepop [Raymond et
Rousset, 1995], basé sur la méthode de la chaine de Markov [Guo et Thompson, 1992]. Les
parameétres de la chaine de Markov ont été fixés & 1000 démémorisations, 1000 batch et 5000
itérations par batch pour tous les tests, afin d'obtenir des déviations standard (Standard Error,
S.E.) des estimations inférieures a 0,001.

Une population est un groupe de reproduction tel que la majorité des individus choisit son
conjoint a l'intérieur du groupe. La loi de Hardy Weinberg pose de nombreuses conditions : la
population doit pouvoir étre assimilée a une population panmictique et pangamique infinie,
exempte de mutation, migration ou sélection. Dans ce cas, si a la génération n, les alleles a et
b ont pour fréquence p, et py, les fréquences des trois génotypes aa, ab et bb a la génération
n+1 sont pa2, 2paps et pp? respectivement. Si les fréquences suivent cette loi, il est admis
qu'elles sont en équilibre de Hardy-Weinberg pour le locus étudié.

On appelle déséquilibre de liaison, le parametre qui mesure I’écart a I’association aléatoire de
deux alléles situés a des locus différents dans les gametes. 1l mesure le degré de dépendance
statistique entre deux alléles a deux loci différents.
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11.11.3. PROBABILITES DE PATERNITE

Lors des calculs de paternité les rapports de vraisemblance (likelihood ratio, LR) connaissant
le duo mere/enfant opposent les probabilités de deux hypotheses. D'une part I’hypothése Hy
ou le pere présumé est le pére biologique sachant le résultat de I'analyse des marqueurs
génétiques E (p(Ho|E)) est évaluee. D'autre part est calculée la probabilité de I’hypothese H;
ou un autre homme sans lien de parenté avec le pere présumé est le pére biologique de
I’enfant sachant le résultat E (p(H1|E)). Les LR ont été calculés grace au génotypage des 25
trios (pere présumé, mére et enfant) ou la paternité a été confirmée ou exclue préalablement
par analyse de microsatellites. Les calculs des LR pour chaque locus ont été faits apres
modification des formules utilisées pour l'interprétation des analyses STR (Tableau 9). Les
LR cumulés pour chaque profil ont été calculés selon la formule indiquée ci-dessous ou n est
le nombre de marqueurs dont le génotype est inclus dans le profil et LR; est le LR pour le

génotype du i*™ marqueur.

LR

n
_ Xi:l LRi
cumulé — n
1+ X LR,
Enfin la probabilité de paternité p(Pat) est définie par le rapport LReumuis / (1+LRecumuis) €n
tenant compte de la probabilité a priori de 0,5.

Tableau 9: Rapports de vraisemblance correspondant aux possibilités de combinaisons de
génotypes de la mére, de I’enfant et du pére présumé dans les tests de paternité. Ces rapports
présupposent I’absence de lien de parenté entre le pére présumé et le pére biologique. a et b
correspondent aux alleles de chaque marqueur et f(a) a la fréquence de I’alléle transmis par le pere.

Génotype de lamére | Génotype de I’enfant | Génotype du pére présumé LR
ala ala ala 1/f(a)
ala ala a/b 0,5/f(a)
b/b a/b ala 1/f(a)
b/b a/b a/b 0,5/f(a)
a/b ala ala 1/f(a)
a/b ala a/b 0,5/f(a)
a/b a/b ala 1
a/b a/b a/b 1
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111.Résultats
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I11.1. Les marqueurs autosomaux

111.1.1. SELECTION THEORIQUE

Lors de I'étape de la sélection selon les criteres de localisation, fonction et fréquences
alléliques, 162 SNP ont été retenus comme marqueurs potentiels pour I'identification
génétique. Les loci étaient caractérisés par une localisation non associée a de I'ARN messager
et par des fréquences alléliques comprises entre 0,2 et 0,8 dans trois populations differentes.
Cependant, cette derniére donnée, obtenue le plus souvent sur la banque de données de
Applied Biosystems, restait a vérifier puisque les évaluations de fréquences ne portaient que
sur un faible nombre d'individus de chaque population (caucasienne, afro-américaine,
asiatique).

Le tableau résumant les SNP considérés, leurs localisations [Furey et Haussler, 2003], leurs
alleles observés, leurs fréquences moyennes actuellement disponibles et leurs taux

d'hétérozygotie moyens, se trouve en Annexe 2.

111.1.2. TrRI"EXPERIMENTAL"

Cette étape de tri est basée sur la faisabilité de I'amplification par PCR dans les conditions
souhaitées, la compatibilit¢ avec une réaction damplification simultanée de plusieurs

fragments et la faisabilité de la réaction de discrimination allélique.

111.1.2.1. LaPCR simple

Selon le plan d'expérience détaillé dans le paragraphe 11.4.2.1., la température d'hybridation
(Th) et la concentration en magnésium, permettant I'amplification spécifique de tous les
fragments, ont été déterminées & 51°C et 2mM. Une fois les conditions permettant
I'amplification specifique de la majorite des fragments définies, certains marqueurs ont été
sélectionnés selon leur compatibilité avec celles-ci afin de simplifier les expériences.

Les séquences des amorces dessinées pour I'amplification des fragments contenant les 50 SNP
suite a toutes les étapes de sélection (expérimentales et statistiques) ainsi que la taille des

amplicons sont résumés en Annexe 3.
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111.1.2.2. Le séquencage

La méthode de discrimination allélique retenue pour cette étude implique I'utilisation
d'amorces s’hybridant de maniere adjacente au SNP d'intérét. Ainsi, la premiére étape de tri
est basée sur la vérification d'absence d'autres polymorphismes parmi les 25 bases de la
séquence de part et d'autre du locus d'intérét selon les données disponibles dans les bases de
données ou selon les résultats obtenus par séquencage. Lorsque l'information sur la présence
de variations dans la région d'hybridation de I'amorce était disponible dans les bases de
données, I'exclusion du marqueur a été faite sans vérification expérimentale.

La majorité des séquences obtenues a partir de banques de données a été confirmée
expérimentalement. De méme, cette vérification a permis de valider la spécificité des
réactions PCR. Cependant, la présence de certains polymorphismes non répertoriés dans les
bases de données lors des développements initiaux a été révélée. Par exemple, le sequengage
du fragment contenant le SNP rs1321158 (alias SP85) sur un faible nombre d'ADN
(échantillons de validation) a permis de détecter des polymorphismes a 12 pb en amont et a
15 pb en aval du SNP d'intérét (Figure 20).

1 IU 2|n 3|u 4|u slo slu ?lo slo 20
TTTCTGFCCA ACATGTAGAG TTGCACCATE CAGTAMGAAC TCACSAACAG ALAMCCAYAGT CTAATGGETCT

T TTTCTGGCCA ACATGTAGAG TTGCACCATR CAGTAAGAAC TCACAAACAG AMAMCCATAGT CTAATGETCT

2 El T TTTCTHFCCA ACATGTAGAG TTGCACCATA CAGTAAGAAC TCACGAACAG ALMCATAGT CTAATGGTCT
12 3p&h acagatgbga agaagatgct tttctggoca acatghagag ttgcaccatk cagtasgasc tcacRescag sasccaYagh ctastogtot

— 24 27GF
b CAC CAT|R CAaBG T & & G L&A C T CACAA A LCAG & A A C CAlY]ac T

1600

c f (\MWA

26 28GF
CAC CAT|R|] CAG T A AG A ACT CAC|A[A ACAG A A AC CAIY[AG

1600-£
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309
O=———————————————————————29296f =
i C AC CAT ACAG T AAG 4 a4 CT CAC|G|A ACAG AA AC CAT

I
=)

1600+ -‘

| Ul AT

2a0

Figure 20 : Alignement de séquences du fragment contenant le marqueur rs1321158 (alias
SP85, surligné en vert) sur 3 échantillons révélant la présence de polymorphismes (surlignés

en gris et bleu) dans les régions bordant le SNP d'intérét.
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111.1.2.3. La PEX simple

La température d'hybridation et la concentration en magnésium permettant I'extension
specifique de la majorité des amorces ont été déterminées a 51°C et 10 mM. La quantité de
produit PCR contenue dans 2 pL d'éluat aprés purification & l'aide du kit Genopure™ ds
(Bruker Daltonics) a été retenue pour la réalisation des PEX. Ce volume permet de compenser
de légeres fluctuations d'efficacité de PCR dues a I'ADN matrice d'origine. Cependant,
lorsque l'efficacité de la réaction PCR est sensiblement faible, la quantité d'amplicon cible a
été augmentée soit en diminuant le volume d'élution (de 8 a 4,5 pL) ou en augmentant le
volume d'éluét introduit dans le milieu PEX. Une fois les conditions de réaction permettant
une discrimination allélique spécifique de la majorité des SNP définies, certains marqueurs
ont été sélectionnés selon leur compatibilité avec celles-ci afin de simplifier les expériences.
Les séquences des amorces dessinées pour la discrimination allélique des SNP, leurs masses

molaires et températures de fusion sont résumées en Annexe 4.

111.1.2.4. Analyse en spectrométrie de masse MALDI-TOF

111.1.2.4.1. Préparation de la matrice et du dep6t

Parmi les différentes méthodes de préparation, le dép6t de 0,5 uL de matrice a 20 g/L de 3-
HPA et 2 g/L de DAHC co-cristallisé avec 0,75 pL d'éluat aprés purification a l'aide du kit
Genopure™ oligo (Bruker Daltonics) par séchage pendant 5 & 10 minutes & I'étuve & 35°C
maximum a été retenu. La méthode de la goutte séchée, simple a mettre en ceuvre, permet la
formation de cristaux relativement grossiers et hétérogenes identifiables lors de I'observation

du dépdt grace a la caméra de I'appareil (Figure 21 - gauche).

Figure 21 : Aspect du dépét de la matrice et de I'échantillon par la méthode de la goutte séchée

aprés séchage a I'étuve (a gauche) et dans une cloche a vide (a droite).
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Le séchage sous vide favorise la cristallisation du dép6t en forme de bague laissant un espace

vide au centre du dépbt sans formation de cristaux visibles (Figure 21 - droite).

Cependant, malgré l'optimisation de la composition de la matrice et du mode de préparation
du dep6t, la cristallisation semble une étape difficilement contrdlable. En dupliquant
systématiquement les dépbts sans changer de matériel (de cone) il est apparu que deux dépots
identiques préparés dans des conditions identiques peuvent cristalliser de maniére différente
(Figure 22).

Sample Selection
17 19 21 23

1 AN 1314
AE}DDDI‘!D{}DDD\S D D I T
Figure 22 : Aspects de deux dép6Ots d'un méme échantillon réalisés consécutivement dans les

conditions identiques. Le dépbt A13 n'a formé aucun cristal visible ce qui rend la recherche
d'analytes difficile alors que le dép6t Al4 a formé des cristaux de taille importante dont la

localisation est aisée.

111.1.2.4.2. Analyse des produits d'extension d'amorce

Une fois les réactions optimisées aucun produit secondaire non spécifique n'a été observé
dans la fenétre de mesure (3-9 kDa). Fréquemment, I'amorce est présente en excés dans le
milieu PEX ce qui permet sa détection lors de l'analyse en spectrométrie de masse et son
utilisation comme standard interne. Ainsi, un génotype homozygote est généralement
caractérisé par 2 pics et un hétérozygote par 3 pics sur les spectres de masse (Figure 23). Des
résultats similaires ont été obtenus pour tous les marqueurs sélectionnés. Seule la présence
d'excés d'amorce differe selon l'efficacité de réaction. En réaction simple, la température
d'hybridation peut représenter un parametre pour moduler l'efficacité et se traduit par
I'augmentation ou la diminution de la quantité d'amorce résiduelle. Cependant, cette stratégie
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ne peut pas toujours étre appliquée dans le cas de réactions multiplexées puisqu'elle peut

permettre I'amélioration d'une réaction au détriment des autres.
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Figure 23 : Exemples de spectres obtenus lors de I'analyse du polymorphisme rs820129 (alias
AB2P). a - témoin négatif ; seule I'amorce est détectée, b — échantillon lab 6 ; génotype
homozygote A/A, ¢ - échantillon lab 4 ; génotype hétérozygote A/G, d - échantillon lab 21 ;

génotype homozygote G/G. Echelle de I'abscisse : m/z.

111.1.2.4.3. Détermination de la masse

Lors de cette évaluation, chaque produit a été représenté dans 96 spectres. Les résultats
obtenus lors de I'analyse des amorces étendues ou non sont similaires. Les valeurs de masse
ont été déterminées par la fonction centroide du logiciel X-MASS™ (Bruker Daltonics).

Les déviations numériques, entre la valeur attendue et la moyenne des valeurs observées, et
les valeurs de masse attendue présentent une corrélation positive et exponentielle (r2= 0,9537)
(figure 24). Ces déviations sont comprises entre 1,6%o et 33%o pour des valeurs de masse
allant de 4700 Da a 7600 Da.
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Les masses observées pour chaque produit concernant chaque marqueur présentent une
distribution selon la loi normale, ainsi la précision de la détermination des masses peut étre
évaluée par I'analyse de leur déviation standard (Figure 24). Pour tous les produits celle-ci est
comprise entre 2,03 Da et 3,85 Da et elle présente une corrélation positive et faiblement

linéaire par rapport a la masse (r2= 0,5626).
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Figure 24 : Déviation standard de la distribution des masses observées en fonction de la masse
observée. Afin d'alléger le graphique, seules les valeurs correspondant aux amorces non-
étendues sont représentées car elles servent de référence dans chaque spectre. Des valeurs

équivalentes ont été obtenues pour les produits de I'extension d'amorce.

111.1.2.5. Les réactions "multiplexes"

Les fragments contenant les 50 SNP et la différence nucléotidique dans le gene de
I'amélogénine ont pu étre amplifies en 5 réactions PCR (tableau 10). Les génotypes ont été
déterminés en 16 réactions PEX (tableaux 11a a 11g) en fonction des nucléotides nécessaires

a la discrimination allélique.

Tableau 10 : Les groupes d'amplification des fragments contenant les SNP sélectionnés.

Groupe PCR Groupes PEX correspondants Nombre de fragments amplifiés
1 A-1,A-2,A-3 11
2 T-1,T-2,T-3 9
3 T-4T-5T-6 9
4 G-1,G6-2,G6-3,C-1 11
5 C-2,AT,GIC 11
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L'amplification de fragments de longueur relativement homogene (minimisant [I'effet
d'amplification préférentielle de fragments courts) rend difficile la distinction des différents
fragments sur gel. De ce fait, la présence de certains produits n'a pu étre déterminée qu'apres

analyse en spectrométrie de masse.

Tableau 11a : Réactions PEX en milieu C (dCTP, ddTTP, ddGTP, ddATP). Am correspond a I'écart de
masse du produit par rapport au produit précédent (monoprotoné).

"lot" PEX produit séquence du produit Am (Da)
SP39 - amorce GTGCCAGACCGCTTCTTG
SP39 - A GTGCCAGACCGCTTCTTGddA 297,21

PEX C -1 WI2032 - amorce CAGAAGCAATTACAGGAAG 115,11
SP39-C GTGCCAGACCGCTTCTTGdCddT 165,06
WI2032 - C CAGAAGCAATTACAGGAAGIIG 148,15
WI2032 - G CAGAAGCAATTACAGGAAGICdT 264,17
AB2Q - amorce GTCAGCGGAGCCTCTC
AB2Q-C GTCAGCGGAGCCTCTCddG 313,21
AB2Q -G GTCAGCGGAGCCTCTCdCddG 289,19
SP80 - amorce GCTGTTCAAATTCCTCTCTC 533,36
SP80 - A GCTGTTCAAATTCCTCTCTCAdT 288,20

PEX C - 2 SP21 - amorce ATTGTCAGTCTCAAAAGCACA 116,10
SP80 - G GCTGTTCAAATTCCTCTCTCdCddA 182,10
SP21-T ATTGTCAGTCTCAAAAGCACAMAT 106,10
WI11349 - amorce CAGAAAATATGATTAGAAAAAG 146,13
SP21-C ATTGTCAGTCTCAAAAGCACAICIIT 143,06
WI1349 - A CAGAAAATATGATTAGAAAAAGIdA 154,15
WI1349 - C CAGAAAATATGATTAGAAAAAGICIIG 305,18

Tableau 11b : Réactions PEX en milieu A/T (dATP, dTTP, ddGTP, ddCTP). Am correspond a I'écart de
masse du produit par rapport au produit précédent (monoprotoné).

"lot" PEX produit séquence du produit Am
SP28 - amorce CAAACCAGGGAAGGGAGG 131,08
AB2H - amorce TCTATTCAGCAGGCACTTA 81,04
SP92 - amorce CAGGTAGGGTCACAGTTTC 101,09
SP28-G CAAACCAGGGAAGGGAGGIG 91,06

PEXAIT  AB2H-C TCTATTCAGCAGGCACTTAAC 81,04
SP92 -G CAGGTAGGGTCACAGTTTCdAdC 141,12
SP28 - A CAAACCAGGGAAGGGAGGIAdIG 122,07
AB2H - T TCTATTCAGCAGGCACTTAdTddG 81,04
SP92 - A CAGGTAGGGTCACAGTTTCATdAG 131,08
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Tableau 11c : Réactions PEX en milieu A (dATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP). Am correspond a I'écart

de masse du produit par rapport au produit précédent (monoprotoné).

"lot" PEX

PEXA-1

PEXA-2

PEXA-3

produit

AB2I - amorce
AB2I - C
AB2I-T

Or62 - amorce
Or29 - amorce
Or62 - C
AB1H - amorce
Or29-C
Or62-T

ABI1H - C
Or29-T
ABIH-T
WI2054 - amorce
WI2054 - C
SP26 - amorce
WI2054 - T
SP26 - C

SP26 - T
WI11305 - amorce
WI1305 - C
WI1305 - T
SP67 - amorce
SP67 - A
SP67-T
WI1121 - amorce
SP29 - amorce
WI1121-C
SP29 - G
WI1121 - T
Or54 - amorce
SP29 - A
Or54-C

Or54 -T

séquence du produit

GAGCTGACTTGCCGCC
GAGCTGACTTGCCGCCddG
GAGCTGACTTGCCGCCdAdIG
GTGTAGTGGGAGCACTGG
ACACTGGATAACCAAGGAC
GTGTAGTGGGAGCACTGGAAG
TGAACCATTTCCTCCTGGAC
ACACTGGATAACCAAGGACIG
GTGTAGTGGGAGCACTGGIAddT
TGAACCATTTCCTCCTGGACIG
ACACTGGATAACCAAGGACIAdAT
TGAACCATTTCCTCCTGGACdAddC
GGCTGGTGGAGGCAGA
GGCTGGTGGAGGCAGAIIG
GCAGGGGGAGTCCTTAAC
GGCTGGTGGAGGCAGAdAdIG
GCAGGGGGAGTCCTTAACAAG
GCAGGGGGAGTCCTTAACIAddT
GTATACTTATTACTTCTCCCT
GTATACTTATTACTTCTCCCTddG
GTATACTTATTACTTCTCCCTdAddC
CTTCTGTCCACCTTTCC
CTTCTGTCCACCTTTCCddT
CTTCTGTCCACCTTTCCdAddT
AGAGGAGAGTAAAAACAGC
CAACAACAGTGAAAAGGATC
AGAGGAGAGTAAAAACAGCAAG
CAACAACAGTGAAAAGGATCdIG
AGAGGAGAGTAAAAACAGCdAAT
CTGTTTTCTGTTATATTCTGCT
CAACAACAGTGAAAAGGATCIAdIG
CTGTTTTCTGTTATATTCTGCTAdG
CTGTTTTCTGTTATATTCTGCTdAddT

Am

313,21
313,21
151,09
179,16
134,05
79,06
100,10
109,04
104,07
75,09
198,10

313,21
224,15
89,06
224,15
288,20
131,08
313,21
273,19

288,20
313,21
303,24
224,15
89,06
224,15
64,05
134,02
115,14
198,07
288,20
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Tableau 11d : Réactions PEX en milieu T (dTTP, ddATP, ddGTP, ddCTP) 1° partie. Am correspond &

I'écart de masse du produit par rapport au produit précédent (monoprotoné).

"lot" PEX

PEXT-1

PEXT-2

PEXT-3

PEXT-4

produit
AB1M - amorce
Or68 - amorce
ABIM -G
Oré8 - C
ABIM - A
Oré8-T
WI11306 - amorce
WI1306 - G
WI1306 - A
WI563 - amorce
Or33 - amorce
WI563 - G
Or33-C
WI563 - A
Or33-T
Or09 - amorce
WI1803 - amorce
Or09-C
WI11803 - G
Oor09-T
WI1803 - A
AB2T - amorce
SP02 - amorce
AB2T - C
SP02 - G
AB2T - A
SP02 - A
SP12 - amorce
AB2J - amorce
SP12-C
AB2J - A
SP12-T
AB2J-T
Or05 - amorce
Oro5-C
Oro5-T

séquence du produit
AACTAATGGGCACCCTTC
CCGCTGTGAGACAAAGGG
AACTAATGGGCACCCTTCddC
CCGCTGTGAGACAAAGGGddC
AACTAATGGGCACCCTTCdTddG
CCGCTGTGAGACAAAGGGATdAdG
AGGTAGCCCACAGAAGC
AGGTAGCCCACAGAAGCddC
AGGTAGCCCACAGAAGCATddA
TAGGTAGACATGATCAGGG
GCAGCATACTCATTCACAGA
TAGGTAGACATGATCAGGGddC
GCAGCATACTCATTCACAGAddC
TAGGTAGACATGATCAGGGITddA
GCAGCATACTCATTCACAGAITdAIG
CAGGCAGGTGGTCAGGC
GTGATGCTCTACCCTACT
CAGGCAGGTGGTCAGGCddC
GTGATGCTCTACCCTACTddC
CAGGCAGGTGGTCAGGCdTddA
GTGATGCTCTACCCTACTdTddA
GAGAGAACAATTAAACTCAC
GTTGTTAATGAGGATGATGC
GAGAGAACAATTAAACTCACIdG
GTTGTTAATGAGGATGATGCddC
GAGAGAACAATTAAACTCACITddG
GTTGTTAATGAGGATGATGCdTddG
AGGCTACTCTTCTTCTTAGG
GAAATGACAACTGGTGAAAT
AGGCTACTCTTCTTCTTAGGddC
GAAATGACAACTGGTGAAATddA
AGGCTACTCTTCTTCTTAGGdTddA
GAAATGACAACTGGTGAAATITddAC
AGTTCAAATATACTAAACTATTC
AGTTCAAATATACTAAACTATTCddC

AGTTCAAATATACTAAACTATTCATddC

Am

130,08
143,11
130,08
214,15
130,08

273,19
328,22
102,05
153,11
120,08
153,11
175,11
169,11

149,11
124,08
149,11
179,11
149,11
100,10
100,02
213,19
60,00
244,20
100,02

124,13
149,06
148,15
180,07
100,10
214,15
273,19
304,20
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Tableau 11e : Réactions PEX en milieu T (dTTP, ddATP, ddGTP, ddCTP) 2°™ partie. Am correspond &

I'écart de masse du produit par rapport au produit précédent (monoprotoné).

"lot" PEX

PEXT-5

PEXT-6

Tableau 11f : Réactions PEX en milieu G/C (dGTP, dCTP, ddATP, ddTTP). 4m correspond a I'écart

produit
WI1341 - amorce
WI597 - amorce
WI1341 - G
ABI1C - amorce
WI597 - G
WI1341 - A
AB1C-C
WI597 - A
AB1C- A
Orll - amorce
SP56 - amorce
Orl1-C
WI1681 - amorce
SP56 - T
Orll-T
WI681 - G
SP56 - A
WI681 - A

séquence du produit
AACAGATCCATCACAATCC
GAGTCATGGAGGGTCATTA
AACAGATCCATCACAATCCddC
GCATCAAAACAAAGGCTCAA
GAGTCATGGAGGGTCATTAdIC
AACAGATCCATCACAATCCATddG
GCATCAAAACAAAGGCTCAACIG
GAGTCATGGAGGGTCATTAdTddC
GCATCAAAACAAAGGCTCAAdTdAA
TAGAACCAATCAAGGCTCC
CTCTCCTATCCATTTTCCAC
TAGAACCAATCAAGGCTCCddC
CAAATGGTGCCATAGTATAA
CTCTCCTATCCATTTTCCACddA
TAGAACCAATCAAGGCTCCATddA
CAAATGGTGCCATAGTATAAdIC
CTCTCCTATCCATTTTCCACITddC
CAAATGGTGCCATAGTATAAATdIA

de masse du produit par rapport au produit précédent (monoprotoné).

"lot" PEX

PEX G/C

produit

AmelSD - amorce

AmelSD - C
AmelSD - T
SP78 - amorce
AB1D - amorce
SP78- A
AB1D - A
SP87 - amorce
SP78 -G
AB1D - C
SP87-T
SP87 - G

séquence du produit
CTGCAGGGTGTGAGTC
CTGCAGGGTGTGAGTCddG
CTGCAGGGTGTGAGTCIAdIG
TGAGAATGTGGACCTGAGG
ATCTTAGCCTGTACCTTTTA
TGAGAATGTGGACCTGAGGAT
ATCTTAGCCTGTACCTTTTAddA
AGTAGGCTTTTCATCAATTAG
TGAGAATGTGGACCTGAGGACAdT
ATCTTAGCCTGTACCTTTTAdCddA
AGTAGGCTTTTCATCAATTAGAIT
AGTAGGCTTTTCATCAATTAGAGAdT

Am

198,10
75,09
129,09
69,01
146,12
98,08
60,00
228,20

148,07
125,12
110,07
62,02
156,13
55,04
69,01
259,21

Am

313,21
313,21
353,24
100,07
188,13
109,08
105,06
75,04
109,08
104,08
329,21
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Tableau 11g : Réactions PEX en milieu G (dGTP, ddATP, ddTTP, ddCTP). 4Am correspond a I'écart de

masse du produit par rapport au produit précédent (monoprotoné).

"lot" PEX produit séquence du produit Am
SP19 - amorce AAGAGACCTGTAGGAGCG
SP19-T AAGAGACCTGTAGGAGCGddA 297,21
PEXG.1 SP19-C AAGAGACCTGTAGGAGCGAGddT 320,20
AB2P - amorce ATAAAGAAAGAACCTGGAGAC 290,22
AB2P - A ATAAAGAAAGAACCTGGAGACIA 297,21
AB2P - G ATAAAGAAAGAACCTGGAGACIGAdA 329,21
ABI1T - amorce CGCACCCCGCAGACCT
ABIT-T CGCACCCCGCAGACCTddA 297,21
ABIT-C CGCACCCCGCAGACCTAGAdT 320,20
SP44 - amorce CTCCGTGTGTCTGTGTGC 99,04
SP44 -G CTCCGTGTGTCTGTGTGCddC 273,19
PEX G.p  SPB4-amorce AATTGATGTTGGGCTCTGG 128,10
SP44 -C CTCCGTGTGTCTGTGTGCAGddC 201,11
SP64 - A AATTGATGTTGGGCTCTGGddA 96,10
SP64 - G AATTGATGTTGGGCTCTGGIGddC 305,19
WI11327 - amorce CCCAAGAACTACATTTGGGGAG 276,20
WI1327 - G CCCAAGAACTACATTTGGGGAGIC 273,19
WI1327 - C CCCAAGAACTACATTTGGGGAGAGAIC 329,21
WI1732 - amorce ATGTGGCAGAGACTGAAT
WI1732 - T ATGTGGCAGAGACTGAATddA 297,21
WI1732 - C ATGTGGCAGAGACTGAATAGAIA 329,21
WI1126 - amorce CAAGAAATAAAAGACAAGTCC 235,19
PEXG-3  wWI1126-T CAAGAAATAAAAGACAAGTCCAdA 297,21
Or36 - amorce GTAGATAGAATTGAATAGAAGT 124,05
WI1126 - C CAAGAAATAAAAGACAAGTCCAGddA 205,16
or36-T GTAGATAGAATTGAATAGAAGTAdA 92,05
0r36-C GTAGATAGAATTGAATAGAAGTIGAIA 329,21

La figure 26 représente des exemples de spectres obtenus lors de l'analyse des
polymorphismes des groupes PEX G - 1 (figure 26a) et G - 2 (figure 26b).
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Figure 26 : Exemples de spectres de masses lors d'analyses simultanées de plusieurs SNP.
Echelle de I'abscisse : m/z.

(a) Analyse des SNP du groupe PEX G-1 chez un individu hétérozygote pour les 2 marqueurs et
celui du témoin négatif.

(b) Analyse des SNP du groupe PEX G-2 chez un individu homozygote C/C pour le marqueur
SP44, homozygote G/G pour le SNP SP64 et hétérozygote (G/C) pour le locus wil327 et celui du

témoin négatif.

100



111.1.2.6. Les hauteurs de pics

La différence de hauteur des pics correspondant aux deux alleles d'un individu hétérozygote
peut atteindre 40%. La méme différence de hauteur de pics a été observée lors de lI'analyse de
deux dépbts consécutifs d'un méme échantillon (Figure 27).

30000 - agooon
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T T T T —r - —
ae0Q TooQ G000 7000

Figure 27 : Spectres obtenus a partir de deux dép6ts consécutifs d'un méme échantillon lors de
I'analyse simultanée de deux marqueurs SNP. Dans le spectre a, la différence de hauteur des pics
correspondant aux deux alleles du second marqueur atteint 40% (*). Les proportions sont
inversées dans le spectre b (=). De méme, la proportion d'amorce non étendue varie grandement
entre les 2 spectres (#). Par contre les hauteurs des pics correspondant au premier marqueurs sont
constantes (8§).

La balance ou équilibre d'hétérozygotie (heterozygous balance, Hb) se référe au rapport de
hauteur ou intensité des pics correspondant aux deux alléles d'un ADN hétérozygote. Nous
avons observé des rapports trés variables selon les marqueurs et selon les dép6ts. Un rapport
minimal de 1:3 entre les hauteurs des pics correspondant aux deux alleles d'un méme

marqueur a été utilisé comme seuil pour l'attribution du génotype hétérozygote.
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111.1.3. RESULTATS DE L’EVALUATION STATISTIQUE

111.1.3.1. Les marqueurs

Les marqueurs ont été classés selon leurs positions génomiques et numérotées de 1 a 50
(Tableau 12). Les marqueurs 51 et 52 sont des exemples de loci dont I’évaluation statistique

n’a pas permis la sélection en tant que marqueurs pour I’identification.

Tableau 12 : Correspondance des numéros attribués aux SNP (Nmq) selon leur position génomique
avec leurs numéros de référence dans la base données dbSNP (dbSNPrs) et la distance en paires de

bases du marqueur le plus proche situé sur le méme chromosome (NtDist).

Nmgq dbSNPrs labcode | NtDist (Mpb) | Nmg | dbSNPrs labcode NtDist (Mpb)
1 rs991191 SP02 1014 27 rs936250 SP44 18,7
2 rs2013526 Or05 101,4 28 rs997750 Or36 50,2
3 rs1020636 0or09 26,8 29 rs241 WI11349 50,2
4 rs1019264 Orl1 26,8 30 rs243 WI12054 20,1
5 rs222 Wi1121 38,7 31 rs544021 AB2Q 27,5
6 rs1551995 SP12 6,5 32 rs882937 AB1M 27,5
7 rs227 WI1341 6,5 33 | rs1013582 SP56 21,2
8 rs225 WI1327 188,2 34 | rs1793286 AB2J 17,3
9 rs763443 SP19 25,1 35 rs2123 WI563 27,9
10 rs279536 SP21 25,1 36 rsg1l WI597 27,9
11 rs230 WI11803 57 37 | rs1924609 | AB2H
12 rs724784 AB1D 15,6 38 rs757655 SP64
13 rs1371370 SP26 15,6 39 rs767453 SP67
14 rs889012 AB1C 10,9 40 rs727206 Or54 42,2
15 rs910170 AB1H 4,7 41 rs820129 AB2P 42,2
16 rs833069 SP28 4,7 42 rs276922 AB2T 6,2
17 rs713053 SP29 118,7 43 rs948438 SP78 6,2
18 rs997556 Or29 44,3 44 rs768058 SP80 26
19 rs2260 WI1126 44,3 45 | rs1674139 AB2I
20 rs234 WI1732 91 46 | rs1003204 Or62 34,6
21 rs725 w1681 35,2 47 rs964224 SP87 15,3
22 rs235 WI11305 24,9 48 rs228047 AB1T 15,3
23 rs892503 Or33 24,9 49 rs738518 Or68 6,5
24 rs874746 SP39 37,1 50 rs737612 SP92 6,5
25 rs240 WI2032 9,9 51 rs868432 Or57 53
26 rs237 WI11306 9,9 52 rs754 WI1325 34,6
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111.1.3.2. Les génotypes

Les calculs des paramétres de génétique des populations permettant d’estimer les
déséquilibres de liaison, I’équilibre de Hardy Weinberg, le degré de polymorphisme et
I’héterozygotie, ont été effectués sur un échantillon constitué de 75 individus sans liens de
parenté.

Le caractére binaire des marqueurs a été exploité, afin de faciliter la compréhension, la
comparaison, I’exploitation et I’archivage des génotypes. En désignant par O le génotype
homozygote de l'alléle de fréquence la plus élevée, par 1 le génotype homozygote de l'alléle
de fréquence la moins élevée et par 2 le génotype hétérozygote, un code ternaire propre a
chaque individu a été obtenu. Ce code ternaire (Ternary Identification Code, TIC) peut
facilement étre transformé en code décimal (Decimal Code, DC) en appliquant la formule ci-
dessous avec n le nombre de marqueurs, i le numéro du marqueur et TIC; le code ternaire

correspondant au i°™ marqueur.

DC=>TIC, -3
i=1

Les TIC correspondants sont résumeés dans le tableau 13.
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Tableau 13 : Représentation sous forme de code ternaire des génotypes obtenus par analyse des SNP décrits dans le tableau 12. Les marqueurs sont représentés de

gauche a droite dans I’ordre croissant des numéros qui leur ont été attribués. x indique que le génotype n’a pas été détermine.

Individu
M1
Gl
P1
M2
G2
P2
M3
G3
P3
M4
G4
P4
M5
G5
P5
M6
Gba
G6b
P6
M7
G7
P7
M8
G8
P8

M9

Génotype sous forme de code ternaire
1201112222220222222000022210121220222020211022100220
2202112222122221020222200010112002221012221002122222
2200122202122001000112202012212001022221201022221111
2200012220010201221022001010202210022102221022210120
2022012212210202121222001212202112002201212221222100
0021012011212022102220022212001211021002222101222200
2220010020012020222220002222212201221002222222020200
0122022022010200222212020112120221101002022201220000
2201022002012200200212212211102222101222022002120000
0110020211121220122200100210020222022210222000221200
0110222222222222111020202222200201221112222022102000
2222212020020222212220002022202201101211202012220200
0222021002221120202222222212222102022221202020122200
2121022221021212101022002212022101022221021210200202
2201220222002222122202202210210121000021021210202021
2222222102102021200120222110222202021212022202202220
2222202200100022200212000120220202021010220022122210
2020002200202022102110202222112102012220221222201120
0020002020220202222222000222110102022022122210122210
2022100212222002202002112222022202001022021202210220
1020202222020000001000211020021222021001002002212100
1220202100020220022202021212221020022222020021222220
1202202022001220021120020220010122201021202022221112
1020222020202022201202202022220202102002102222022122
2020012220202002121002102221220002100200220221002220
2102220121211202212002022022120102222002221121112100

Individu
G9
P9
M10
G10
P10
M12
G12
P12
M13
F13
P13
M14
F14
P14
M15
F15
P15
M16
F16
P16
M17
F17
P17
M18
F18

P18

Génotype sous forme de code ternaire
1202020211221201122021001002222122222002022201210200
2222022012222201122221021202202120202000000022022220
2122021202222120120202220011102221202202210020220220
2122002221122120100001122211200221222102212012200100
2222000112202200102001121211220011012201222221200120
0222220012221012220220200212202222221002010022020220
2211020222212012212022000221022111211002012011000210
2012002222022011122201002222011121221000011012020020
2012002012000210020110210111202120002122022021222000
2022000012202222220122210211201102001202010001022000
1022022020122102102221220211121122221022210202220220
2220010010121202000201110020122001211022200022202220
0120220010102102000202220020222222111202100010022220
0220222210100122022220020222020220222120100012222110
2220122002220022220222202010222021002220222022010202
2100121220222200022202022220022021202022221022020122
2100201220222200022202220122200021222001012212220110
1002212101001202220121212221102100021012000212200110
2002222222022222000201212202100122202210002010120110
2000020022212021200021010122120121120120021022222220
2220222220112020100222201211211121201022001001000220
0210121000122202100101222212222221001020002002202100
2210201000222202100201120012220202002220002200202120
2210020220202222220210020222000201222000210022222202
0220020002200201020022222022222201000000220002222102
2020002202102121022202102010211202200000220000212100

104



Tableau 13 (suite) : Représentation sous forme de code ternaire des génotype obtenus par analyse des 52 SNP décrits dans le tableau 12. Les marqueurs sont représentés

de gauche a droite dans I’ordre croissant des numéros qui leur ont été attribués. x indique que le génotype n’a pas été déterminé.

Individu

M19
F19
P19
M20
F20
P20
M21
G21
021c
M22
F22
P22
M23
F23
G23
P23
M24
G24
P24
LAB 1
LAB 2
LAB 3
LAB 4
LAB 5

Génotype sous forme de code ternaire

1020022110222210122222022112120201202222222022020200
2020222210022212202022002112220122201211222020210200
0220222010022122002200002212200110222221012012220200
Ixxx2x010x20x2012x0201xx212x221102221x0x00122x22x2x0
Ixxx2x010x20x2022x0001xx222x211220001x0x22222x11x2x0
2xxx0x020x02x2002x2202xx20xx222022002xxx12x02x22xxx0
0210222101222211002100121220200202202000012122121001
2220022201200222022220222020120201001000212221121222
2220002202220200201210002221212002002012010202102210
0222020012121221111220202222200012201201201202020000
0002010210212202221220000012120022001102201121210220
2020222100121022122120202112210100002210002021220220
0002002021021020212022000020220202201200002202122210
2202000222221220122222222210112101202022022202222220
2222022222002200121001020012210120001222020222222010
2222210222220200202200200210102100000220022222202000
0010220222220202222202020012212222001112121220122100
2010000221222002210222020222010012001110212202212200
0120112210221002020100221100020222021210011022210221
2201020200201020222200212111210102122121022001012010
2002021212010222221022112211102200022222202010220110
2010210220000000202022000212221100221221110012000202
2020022210222122102210020212011101012202212212100000
1020200202122222120222022210012101001100221002210202

Individu

LAB 6
LAB 7
LAB 8
LAB 9
LAB 10
LAB 11
LAB 12
LAB 13
LAB 14
LAB 15
LAB 16
LAB 17
LAB 18
LAB 19
LAB 20
LAB 21
LAB 22
LAB 23
LAB 24
LAB 25
LAB 26
LAB 27
LAB 28
LAB 29

Génotype sous forme de code ternaire

2220012012222002122201122212120200002121021221221110
2120000122102110200022220221102102202222222001210210
0111220112200212122222011212220110200002222021100102
0102002200212200122202200211022220221000012022120220
2101022222221200202002222022202210022012122002210200
0020000202221000212022020210221212022020002022122110
2022020022001022122120201212110012012222021001212120
2121010020220200122020012210212212002212222001200210
2221122022021011000200100011022202012221200011202200
0211012020021202222022122212221221222212212122200200
1012020201011000100202202222101002011100222110002220
0222012020102020220202022201212100221220222020012200
0011022202002202102200100222012210220022020121222122
2122012220012212102102221012020222212100202022122010
1220010020022122121222000011222020021222222222100202
2122100110222221020001202012222100001221102222021122
0212000202022220111122000222202022002000022121210120
0110020211121200001222202112202200012220211220021200
0221202122021122212202202221012222221220122211000202
2102002020022221110212101222012000001200020212200000
1102220221212202120002200212222221102011122022020220
2122000222122220022122120211222020211202120022020000
2120202112102222222222002021222220000122221021220110
0202010021202022220220022020221221022200022211120100
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111.1.3.3. Evaluations statistiques

111.1.3.3.1. Les marqueurs

Cette étape de tri des marqueurs présélectionnés comprend I’évaluation du polymorphisme
des loci défini par les fréquences alléliques, I’évaluation de leur écart de I’équilibre de Hardy
Weinberg et la quantification de leurs pouvoirs discriminatoires definis par les fréquences des
différents génotypes observés. Le faible effectif de la population étudiée a été pris en

considération par I’application aux calculs de la correction de Levene [Levene, 1949].

111.1.3.3.1.1. FREQUENCES ET DEGRE D’HETEROZYGOTIE

Parmi les marqueurs sélectionnés la majorité présente des fréquences alléliques comprises
entre 0,35 et 0,65 (Figure 28).

Nombre de SNP
35 4

30

25 -

20

15

10 +

0,500-0,600 0,601-0,700 0,701-0,800 0,801-0,900 0,901-1

Intervalle
de fréquences

Figure 28 : Représentation graphique de la distribution du nombre de marqueurs en fonction des

fréquences de I'allele le plus représenté observées sur I'échantillon de population étudié.
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Les degres d’hétérozygotie observes (tableau 14) correspondent aux degrés d’hétérozygotie

moyens rapportés dans les banques de données (Annexe 2).

Tableau 14 : Fréquences des alleles et degré d’hétérozygotie (Ho) observés pour chacun des SNP.

SNP alleles  Fréquences desalleles  Ho | SNP alléles  Fréquences des alleles  Ho

1 AlG 0,573/0,427 0,489 | 27 G/C 0,23/0,77 0,354
2 CIT 0,534 /0,466 0,498 | 28 CIT 0,486 /0,514 0,500
3 T/C 0,527/0,473 0,499 | 29 AlC 0,5/05 0,500
4 CIT 0,637/0,363 0,462 | 30 T/C 0,507 /0,493 0,500
5 T/C 0,747 /0,253 0,378 | 31 C/G 0,567 /0,433 0,491
6 CIT 0,527/0,473 0,499 | 32 AlG 0,447 /0,553 0,494
7 G/A 0,673 /0,327 0,440 | 33 AlT 0,653/0,347 0,453
8 C/G 0,587/0,413 0,485 | 34 AlT 0,527/0,473 0,499
9 CIT 0,513/0,487 0,500 | 35 G/A 0,713/0,287 0,409
10 CIT 0,623/0,377 0,470 | 36 AlG 0,653/0,347 0,453
11 G/A 0,56/0,44 0,493 | 37 C/IT 0,367 /0,633 0,465
12 AlC 0,553/0,447 0,494 | 38 AlG 0,61/0,39 0,476
13 T/C 0,466 / 0,534 0,498 | 39 AlT 0,601 /0,399 0,480
14 C/A 0,587/0,413 0,485 | 40 CIT 0,582/0,418 0,487
15 CIT 0,647 /0,353 0,457 | 41 AlG 0,64 /0,36 0,461
16 AlG 0,6/0,4 0,480 | 42 AlC 0,52/0,48 0,499
17 G/A 0,413 /0,587 0,485 | 43 AlG 0,493 /0,507 0,500
18 T/C 0,616/ 0,384 0,473 | 44 G/A 0,7410,26 0,385
19 T/C 0,6/04 0,480 | 45 C/IT 0,513/0,487 0,500
20 CIT 0,533/0,467 0,498 | 46 CIT 0,445/ 0,555 0,494
21 AlG 0,673/0,327 0,440 | 47 T/G 0,513/0,487 0,500
22 CIT 0,593/0,407 0,483 | 48 CIT 0,553/0,447 0,494
23 CIT 0,603 /0,397 0,479 | 49 T/C 0,712 /0,288 0,410
24 AlC 0,658/0,342 0,450 | 50 AlG 0,439/0,561 0,493
25 C/G 0,607 /0,393 0,477 | 51 C/IT 0,603 /0,397 0,479
26 AlG 0,56/0,44 0,493 | 52 AlG 0,88/0,12 0,211
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111.1.3.3.1.2. EQUILIBRE DE HARDY-WEINBERG

Les effectifs théoriques ont été calculés sur la base des fréquences alléliques obtenues selon
les formules de la loi de Hardy-Weinberg. Les données ont été évaluées par un test du %2 qui
permet d'estimer la probabilité p que I'écart entre les valeurs calculées et les valeurs observées
soit aussi important par hasard. Au-dela de la valeur peritique ON considere que I'écart n'est pas
lié & une raison biologique et que la population étudiée est a I'équilibre pour le marqueur
consideré. Ainsi, en utilisant 2 degrés de liberté (en raison de I'existence de 2 alléles) et la
valeur de peritique @ 0,05, on ne constate d’ecart significatif par rapport aux proportions de
Hardy-Weinberg que pour deux marqueurs (marqueurs 51 (rs868432) et 52 (rs754)) sur cette
population (tableau 15).

Tableau 15 : Résultats des tests exacts de divergence de I'équilibre de Hardy-Weinberg pour les
marqueurs étudiés. Les valeurs des erreurs types des calculs sont toutes inférieures a 0,001
(valeurs non présentées). Les marqueurs montrant des valeurs de p inférieures a la valeur de

Peritique (0,05) sont surlignés en gris.

Marqueur p Marqueur p Marqueur p Marqueur p
1 0,249 14 0,237 27 0,746 40 0,335
2 0,638 15 1,000 28 1,000 41 1,000
3 0,351 16 0,635 29 0,255 42 0,646
4 0,217 17 0,342 30 0,489 43 0,816
5 0,220 18 0,223 31 1,000 44 0,239
6 0,482 19 0,227 32 0,644 45 0,493
7 0,187 20 0,065 33 0,314 46 0,342
8 0,635 21 0,793 34 0,164 47 0,493
9 0,355 22 0,634 35 1,000 48 0,483
10 1,000 23 0,091 36 1,000 49 0,574
11 0,489 24 0,444 37 0,454 50 0,351
12 0,242 25 1,000 38 1,000 51 0,030
13 0,815 26 0,060 39 1,000 52 0,008
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111.1.3.3.1.3. POUVOIR DISCRIMINATOIRE

Les valeurs de pouvoir discriminatoire de chaque marqueur (Tableau 16), correspondant a la
probabilité que deux individus pris au hasard dans la population possédent un génotype
différent, sont toutes supérieures a 0,5 a part pour le marqueur 52 (rs754, cases grisees).

Tableau 16 : Valeurs de pouvoir discriminatoire (Pd) des marqueurs calculé a partir des fréquences

des génotypes observés. Le marqueur présentant le pouvoir discriminant le plus faible est surligné en

gris.
Marqueur Pd Marqueur Pd Marqueur Pd Marqueur Pd
1 0,620 14 0,617 27 0,520 40 0,618
2 0,624 15 0,601 28 0,625 41 0,603
3 0,624 16 0,614 29 0,625 42 0,625
4 0,604 17 0,617 30 0,625 43 0,625
5 0,542 18 0,610 31 0,620 44 0,547
6 0,624 19 0,614 32 0,622 45 0,625
7 0,590 20 0,624 33 0,598 46 0,622
8 0,617 21 0,590 34 0,624 47 0,625
9 0,625 22 0,616 35 0,567 48 0,622
10 0,608 23 0,614 36 0,598 49 0,568
11 0,621 24 0,596 37 0,605 50 0,621
12 0,622 25 0,613 38 0,612 51 0,614
13 0,624 26 0,621 39 0,614 52 0,355

111.1.3.3.2. L'ensemble des marqueurs

Au vu du faible pouvoir de discrimination du marqueur 52 et du déséquilibre des marqueurs
51 et 52 par rapport & la loi de Hardy Weinberg, ils ont été exclus des évaluations de

I'ensemble des marqueurs pour identification génétique.
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111.1.3.3.2.1. DESEQUILIBRE DE LIAISON

Sur la base des résultats sur cette population (tableau 17), on ne constate pas de déséquilibre
de liaison entre les marqueurs situés sur le méme chromosome (p < 0,05). Les alléles des loci

sélectionnés sont considérés comme transmis de maniére indépendante a la descendance.

Tableau 17 : Résultats des tests exacts de déséquilibre de liaison pour les marqueurs situés sur le méme
chromosome. Les valeurs des erreurs types des calculs sont toutes inférieures a 0,001. P critique a 0,05

et 2 degrés de liberté.

Chromosome 1 2 2 3 3 4
Paire de loci 1&2 3&4 4&5 6&7 7&8 9&10
p 0,676 0,153 0,733 0,786 0,695 0,539
Chromosome 4 5 5 6 6 7
Paire de loci 10& 11 12 & 13 13& 14 15 & 16 16 & 17 18 & 19
p 0,995 0,708 0,210 0,706 0,346 0,521
Chromosome 7 7 8 8 9 9
Paire de loci 19& 20 20& 21 22 & 23 23 & 24 25 & 26 26 & 27
p 0,615 0,340 0,594 0,627 0,933 0,782
Chromosome 10 10 11 11 11 12
Paire de loci 28 & 29 29 & 30 31&32 32&33 33&34 35 & 36
p 0,831 0,238 0,710 0,614 0,738 0,553
Chromosome 17 18 18 21 22
Paire de loci 40 & 41 42 & 43 43 & 44 47 & 48 49 & 50
p 0,600 0,454 0,900 0,766 0,493

111.1.3.3.2.2. QUALITE DE L'ENSEMBLE DES SNP

Le degré de polymorphisme ou pourcentage de marqueurs polymorphes dans le lot considéré
est de 100%, puisque tous les loci présentent un degré d’hétérozygotie non nul. Le taux
moyen d’hétérozygotie de cet ensemble de marqueurs sur I’échantillon de population
considéré est de 47,4%. Ce parameétre est une mesure plus précise de la diversité génétique
que le degré de polymorphisme.

La probabilité d’identité obtenue par I’analyse combinée des 50 marqueurs, a lI'exclusion du
marqueur de détermination du sexe, atteint 3,750 et le pouvoir de discrimination atteint

aisément celui des lots de marqueurs microsatellites analysés actuellement en routine.
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111.1.3.3.2.3. FREQUENCE DU PROFIL

Les fréquences des profils, obtenues par le génotypage des 100 individus caucasiens, sont
comprises entre 4,14:10°% et 2,90:10% pour les profils complets (50 SNP). Les fréquences des
profils partiels, établis a partir de 36 marqueurs pour les échantillons M20 et G20 et de 32

marqueurs pour I’échantillon PP20, n’excédent pas 5,8610™.

111.1.4. RESULTATS SUR LES PATERNITES

Les probabilités soutenant I'nypothése de paternité, obtenues selon les formules explicitées au
paragraphe 11.9.2. pour les 20 cas de paternité confirmés, sont comprises entre 0,9996937 et
0,9999997. Seule la famille 20 présente une probabilité de paternité moindre (0,9979720),
celle-ci étant calculée selon les résultats du génotypage de 32 SNP seulement.

Les probabilités de paternité de 0 ont été obtenues selon les génotypes de 7 loci pour le trio 23
(mére, garcon, fille et pére présumé) et 8 loci pour les trios 22 et 24. Ces loci présentent des
genotypes incompatibles avec I'héritage d'alleles du pere présume.

Pour le trio 21, I'exclusion n'est basée que sur les génotypes de 4 loci, le pere présumé dans ce
test de filiation étant le frere du pére biologique de I'enfant. Ainsi s'opposent deux hypotheses:
(1) les individus PP21 et G21 sont respectivement oncle et neveu et (2) les individus PP21 et
G21 n'ont pas de lien de parenté. Selon ces hypothéses, le LR combiné atteint
5109 609 799 147. Avec des probabilités a priori de 50%, ceci engendre la probabilité de
I'nypothese de la relation oncle et neveu de 0,9999999999998.

111.2. Marqueur pour la détermination du sexe

Le marqueur utilisé pour la détermination du sexe n’est en réalité pas un polymorphisme mais
une différence ponctuelle de séquence entre les genes de I’amélogénine des chromosomes X
et Y (figure 29). Un individu de sexe féminin est caractérisé par la détection d'un seul allele
tandis qu'un individu de sexe masculin est caractérise par une hétérozygotie (Figure 30).

Le choix de I’amorce pour la réaction de discrimination allélique de ce locus est trés restreint.
Selon la séquence représentée dans la figure 29, I’utilisation d’une amorce sens qui se termine
par 5 cytosines consécutives du coté 3’ pourrait engendrer des mésappariements tres stables.
Le nucléotide présent sur le chromosome X a ce locus étant aussi une cytosine, I’appariement

de la suite de 5 C de I’amorce a une suite de 6 G de la séquence cible, pourrait aussi bien se
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faire de maniere tres stable sur les cytosines 1 a 5 que sur celles de 2 a 6 empéchant ainsi
I’extension. La sélection de I’amorce antisens est restreinte puisque la zone d’hybridation est
bordée de nucléotides différant selon le chromosome étudié (annotés par des x dans la figure
29).

LFASTA [Pearson et Lipman, 1988] v2.1u00 Mar, 2001

AMELX : séquence sur le chromosome X (AY040206)
AMELY : séquence sur le chromosome Y (BC074976)

AMELX CATGGGTGGATGGCTGCACCACCAAATCATCCCCGTGCTGTCCCAACAGCA
AMELY CATGOGTOOATEOCTOCACCACCARRTCATCOCCATGOTGTCCCARCAGEA
AMELX CCCCCEGACTCACACCCTGCAGCCTCATCACCACATCCCAGTGGTGCCA
AMELY éééééIéAéféAéAéééfééAé#éféAféAééAéAf&ééAéfééféééA

Figure 29 : Alignement LFASTA [Pearson et Lipman, 1988] des séquences de fragments
contenant la différence de séquence entre les copies du gene de I'amélogénine sur les
chromosomes X et Y. Les séquences sont extraites des séquences génomiques contenues dans les
bases de données nucléotidiques. Le nucléotide d’intérét est accentué en gris. Les sites de
fixation des amorces pour la réaction PCR correspondent aux séquences soulignées. Le site

d’hybridation de I’amorce pour la réaction PEX est représenté en gras.

L’amorce ainsi choisie présente une température de fusion compatible avec une température
d’hybridation de 51°C déterminée pour les réactions simultanées. Ainsi, ce marqueur nommeé

AmelSD, peut étre analysé simultanément avec des SNP autosomaux du lot sélectionné.
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Figure 30 : Exemples de spectres obtenus lors de I'analyse du marqueur AmelSD sur le témoin

négatif (a), un échantillon féminin (b) et masculin (c).
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L'analyse de tous les échantillons décrits dans la section I1.2. a permis la détermination du
sexe biologique des individus sans ambiguité. Aucune divergence entre sexe biologique et

morphologique n'a été observée.

111.3. Les SNP du chromosome X

L'échantillon de population étudié révele le polymorphisme de ces loci avec des fréquences
alléliques observées qui concordent avec celles ayant servi de criteres de sélection. Sur la base
des résultats de l'analyse statistique, on ne constate pas de déséquilibre de liaison significatif
entre les différents marqueurs (p>0.05, tableau 18). Le génotypage de 120 hommes
caucasoides sans lien de parenté sur ces 5 marqueurs a géneré 29 profils différents, alors que
23 combinaisons alléliques différentes ont été observées lors de I'étude de 28 ADN féminins

sans liens de parenté.

Tableau 18 : Résultats des tests exacts de déséquilibre de liaison pour les marqueurs situés sur le
chromosome. Les valeurs des erreurs types des calculs sont toutes inférieures a 0,001. P critique a
0,05 et 2 degrés de liberté.

Paire de loci p Paire de loci p
rs618 & rs16282 0,55454 rs616 & rs17379 0,50707
rs618 & rs616 0,07509 rs618 & rs17407 0,18628
rs16282 & rs616 0,77089 rs16282 & rs17407 0,92234
rs618 & rs17379 0,91078 rs616 & rs17407 0,67171
rs16282 & rs17379 0,44498 rs17379 & rs17407 0,24060

I11.4. Les SNP du chromosome Y

111.4.1. LADETECTION

L'analyse des SNP TAT, M242 et RPS4Y a été réalisée en une seule réaction PCR suivie
d'une extension d'amorce simultanée. Le marqueur M242 se trouve dans une région du
chromosome Y qui présente de fortes homologies avec une partie de la séquence du
chromosome X. Ainsi, malgré le respect des régles de base pour le dessin des amorces, leurs

113



sites d'hybridations sont relativement éloignés du marqueur ciblé et le fragment amplifié est
de longueur plus importante que souhaité (143 pb).

La nature des séquences bordant les trois marqueurs a permis le dessin d'amorces de taille
différentes mais de température de fusion relativement proche, facilitant leur analyse
simultanée. Les tests de sensibilité effectués sur des échantillons d'/ADN masculin non
dégradé ont permis de déterminer le seuil de PCR de ~25 pg d’/ADN génomique nécessaires a
I'obtention du génotype complet des 3 marqueurs (~4 copies du chromosome Y). En deca, le
passage graduel de l'amplification préférentielle des fragments de taille réduite conduit a
I'absence d'amplification. Ce seuil a été déterminé par observation sous UV, en présence de
SybrGreen et aprés séparation electrophorétique sur gel d'agarose des produits PCR ainsi que

par détection par spectrométrie de masse des produits recherchés au point expérimental final.

111.4.2. TAT, M242 ET RPS4Y DANS LE CONTEXTE DES ECHANTILLONS

L'analyse des marqueurs SNP du chromosome Y a concerné des spécimens masculins de la
nécropole de la vallée d'Egyin Gol [Keyser-Tracqui et al., 2003]. Six échantillons dégradés et
faiblement concentrés était disponibles. Trois échantillons ont permis I'obtention de profils :
deux complets (19EG et 112EG) et un partiel (7OEG). L'échantillon 70EG, qui contenait de
I'’ADN fortement dégradé et en faible quantité (30 pg au total), a permis I'analyse du fragment
cible le plus court (RPS4Y) seulement. Les trois profils distincts révelent I'appartenance de

ces spécimens a trois clades NRY majeurs (Tableau 19).

Tableau 19 : Profils obtenus sur les marqueurs M242, TAT et RPS4Y a partir de 3
spécimens anciens de la Nécropole de la vallée d'Egyin Gol et les haplogroupes auxquels
ils appartiennent. La nomenclature des tombes et secteurs se réfere a l'article de Keyser-
Tracqui et al., 2003.

Echantillon | Tombe Secteur M242 TAT RPS4Y Haplogroupe

19EG 25A A C C C N3
112EG 50 B T T C Q
70EG 81 C / / T C
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En médecine légale et en anthropologie, les circonstances a I'occasion desquelles se pose
le probleme de lidentification individuelle et du contréle de filiation sont nombreuses.
Aujourd’hui, la méthode de référence employée dans les domaines de I’identification et de la
filiation génétique repose sur I’exploitation du polymorphisme des microsatellites. Ces
séquences permettent de distinguer les individus qu’ils soient apparentés ou non [Cotton et al.,
2000]. L'analyse de microsatellites autosomaux permet d'obtenir des résultats fiables,
reproductibles et possédant un pouvoir de discrimination tres élevé a partir de nombreux types
d'échantillons [Buckleton et al., 2005]. Méthode bien ancrée dans les laboratoires, elle est
désormais uniformisée et a la base du systeme d’identification que ce soit dans le cadre des
connaissances des fréquences alléliques et des taux de mutation ou dans celui de la

construction de bases de données nationales de profils génétiques.

IV.1. Etude de séquences de plus en plus courtes

Les microsatellites étant des polymorphismes de longueur de séquence, la taille des fragments
produits pour leur détection (entre 100 et 450 paires de bases) reste un inconvenient majeur
[Gill, 2002]. En effet, leur étude s'avere difficile a partir d'échantillons ayant subi une
dégradation par l'action de facteurs physiques, tels que les rayonnements ultraviolets,
I'hnumidité, la chaleur, ou de la contamination, bactérienne ou fongique. L'absence
d'amplification de fragments de haut poids moléculaire aboutit a un profil partiel qui posséde
un pouvoir discriminant réduit [Golenberg et al., 1996]. L’ADN subissant une dégradation
rapide par l'influence de différents facteurs dés la mort de la cellule, ce type d'échantillon est
tres fréquent en médecine légale et anthropologie moléculaire. Les catastrophes de masse,
naturelles, accidentelles ou terroristes, représentent des exemples de situations dans lesquelles
les restes des victimes peuvent varier d'un prélévement intact a un échantillon séverement
dégradé [Budowle et al., 2005].

L'investigation de I'ADN mitochondrial est moins sensible a la dégradation du fait de
I'existence d'un trés grand nombre de copies par cellule et de la structure circulaire du
chondrome [Buckelton et al., 2005]. Néanmoins, cette analyse est beaucoup moins
discriminante que celle des marqueurs nucléaires autosomaux car elle permet d'identifier une

lignée maternelle et non un individu [Budowle et al., 2003].
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Ces observations renforcent I’intérét lie au développement de méthodes d’identification
génétique basées sur I’analyse de fragments d’ADN plus courts augmentant ainsi la diversité
des échantillons exploitables. En effet, la probabilité de rencontrer dans un échantillon un

fragment d'intérét intact est inversement proportionnelle a sa longueur.

L'objectif de notre travail a été la sélection d'un ensemble de SNP autosomaux répondant aux
critéres des marqueurs pour I’identification génétique. Une différence ponctuelle de séquence
entre les copies du gene de I’amélogénine portées par les gonosomes a été choisie en tant que
marqueur de détermination du sexe biologique d’un échantillon. Nous avons choisi d'étudier
ces marqueurs par amplification simultanée des fragments les contenant, suivie de la
discrimination allélique par extension alléle spécifique d'amorce dont les produits sont
détectés par spectrométrie de masse MALDI-TOF. L’évaluation des marqueurs et de la
méthode d'analyse a été faite sur un échantillon de 100 sujets non apparentés de la population

occidentale et sur 24 trios pere biologique présumé - enfant - mere.

IV.1.1. UTILISATION DES SNP

IV.1.1.1. Caractéristiques intéressantes des SNP en général

Les polymorphismes ponctuels de séquence représentent le type de variation le plus courant
du génome humain avec une fréquence moyenne d'apparition de un SNP pour 1 kpb [Li et al.,
1999]. En raison de leur nombre et de leur distribution, leur analyse représente un interét
grandissant pour de multiples applications telles la génétique médicale, la pharmacogénétique

ou les études d’associations de maladies.

Leur caractére biallélique permet une expression du résultat de détection simple (du type
oui/non) compatible avec une grande diversité de plateformes d'analyse et un fort potentiel
d'automatisation [Wise et al., 2003 ; Sobrino et al., 2005].
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IV.1.1.2. Avantages des SNP par rapport aux STR

Les avantages de I'analyse des marqueurs SNP par rapport a celle des marqueurs traditionnels,

permettent d'entrevoir un avenir pour ces mémes applications.

En effet, la taille des fragments d’intérét est inférieure a celle des fragments ciblés lors de
I’analyse STR. Par définition, un SNP correspond a une seule base mais sa détection

spécifique dépend de ses séquences bordantes.

De plus, le taux de mutation de ces marqueurs est d’environ 10°® [Nachman et Crowell, 2000 ;
Kondrashov, 2003] contre 10 pour les marqueurs STR [Brinkmann et al., 1998]. Ainsi, ces
marqueurs portent I’information relative a des périodes de temps plus longues en comparaison
des microsatellites ou des minisatellites [de Knijff, 2000 ; Jobling, 2001 ; Mountain et al.,
2002 ; Jobling et al., 1999 ; Brion et al., 1999] puisque les alléles seront transmis sans
altération sur un plus grand nombre de générations. Pour la méme raison, ces marqueurs sont
des outils trés intéressants en termes de tests de parenté [Reich et al., 2002 ; Thomson et al.,
2000].

Enfin, contrairement & I'analyse des STR, celle des SNP n'étant pas basée sur I'étude de la
taille de fragments composés de sequences répétées, elle n'est pas confrontée au phénomene
de "bégayement” de la polymérase lors de I'amplification et de ce fait ne souffre pas des

difficultés d'interprétation pouvant étre induites par la présence de stutters.

IV.1.1.3. Inconveénients des SNP par rapport aux STR

Derriere les avantages conférés aux SNP par leur caractere biallélique se cachent néanmoins
des écueils. En effet, considérés individuellement, les SNP contiennent une information
génétique trés inférieure a celle accessible par les marqueurs multialléliques de type
microsatellites. En effet, il est nécessaire d'analyser 4 a 5 marqueurs SNP pour égaler
I’information contenue dans un microsatellite [Chakraborty et al., 1999 ; Coquoz, 2003]. Des
évaluations statistiques plus précises montrent qu'en excluant la possibilité d'alléles nuls,
I'analyse d'un nombre relativement réduit (50) de marqueurs bialléliques serait suffisante pour
atteindre les valeurs de rapports de vraisemblance obtenues grace a I'étude de 12 marqueurs

microsatellites si leur fréquences alléliques sont comprises entre 0,2 et 0,8 [Gill, 2001].

118



1IVV.1.2. DETECTION PAR SPECTROMETRIE DE MASSE MALDI-TOF

L'analyse de marqueurs bialléliques est compatible avec une grande variété de plateformes
technologiques et présente un fort potentiel d'automatisation [Sobrino et al., 2005]. L'avantage
principal de la spectrométrie de masse réside dans la mesure d'une propriété physique
intrinseque des analytes. Contrairement aux autres méthodes basées sur une analyse indirecte
reposant sur l'interprétation d'un signal fluorescent ou radioactif émis par un indicateur, il
s'agit de la détermination directe de la masse des molécules. Cette caractéristique permet (1)
des optimisations et des résolutions de problemes simplifiées par rapport aux méthodes
indirectes (2) une sensibilité des résultats aux variations des conditions réactionnelles

diminuée et (3) un avantage économique non négligeable dd a I'absence d'indicateurs.

L'application de I'étude des SNP a l'identification génétique nécessite I'analyse simultanée
d'un grand nombre de marqueurs afin d'obtenir un pouvoir de discrimination significatif. La
technologie MALDI - ionisation dite douce - est un procédé trés rapide qui facilite la
production d'ions de grandes biomolécules intactes, principalement monochargés et en phase
gazeuse. La génération actuelle des instruments MALDI est capable d'enregistrer un spectre
en moins d'une seconde. Son couplage a l'analyse du temps de vol est adapté a I'étude de
mélanges moléculaires complexes car elle permet une fenétre de détection de masses tres
large. En termes de génotypage de SNP, cela confeére une forte capacité de multiplexage dont
le degré ne peut étre atteint par la plupart des autres méthodes d'analyse. La résolution des
instruments actuels permettrait I'analyse simultanée de plusieurs dizaines de SNP a condition
gue ce méme degré soit atteint dans les étapes précédant la détection [Mengel-Jorgensen et
al., 2004]. En pratique, cela permettrait un debit d'analyse largement supérieur a 30000
génotypes SNP par jour.

L application d’une méthode basée sur I’analyse de fragments assistée de fluorescence
permettrait I’utilisation de I’équipement nécessaire a I’analyse des STR et éviterait ainsi un
investissement de départ lourd. En électrophorése capillaire, les amorces étendues sont
séparées selon la couleur et la taille. Dans le but de réduire le risque de fausse annotation a un
niveau négligeable, la séparation d’amorces étendues par des ddNTP marquées du méme
chromophore nécessite une différence de longueur d'au moins quatre nucléotides [Sanchez et
al., 2003]. Dans ce contexte, le seul moyen pour augmenter le nombre de SNP analysés dans
une seule expérience est d’augmenter la longueur des amorces. Leur analyse en grand nombre

nécessite I'atteinte de tailles d’environ 100 nucléotides. Cependant, outre la diminution de la
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qualité de tels fragments, la synthése de tels oligonucléotides est difficile et colteuse. En
spectrométrie de masse, il est possible de distinguer sans ambiguité deux a trois
oligonucléotides de méme longueur puisque leur masse est aussi dépendante de leur

composition.

Enfin, la méme plateforme peut aussi étre employée pour I’analyse de méthylation de I’ADN
[Tost et al., 2003, Schatz et al., 2004], de profils d’expression génique [Ding et Cantor, 2003],
ainsi que pour la protéomique [Aebersold et Mann, 2003], ce qui fait d’un spectrometre de

masse MALDI-TOF I’un des outils les plus polyvalents.

IV.2. La problématique au niveau de chaque étape technique

IV.21. LAPCR

La faible capacité de discrimination apportée par les marqueurs bialléliques en comparaison
de celle obtenue & partir de marqueurs microsatellites pourrait en partie &tre compensée par
leur analyse en grand nombre. Il est évident qu'il est impossible danalyser 51
polymorphismes par le biais de réactions individuelles lorsqu'il s'agit d'étudier des traces
biologiques, que ce soit dans le contexte de préléevements sur une scene de crime, sur un lieu
de catastrophe de masse ou sur un site de fouilles archéologiques. Outre la limite quantitative
de matrice, un tel nombre de réaction et de manipulations multiplie les risques de
contamination et le niveau de complexité de I'analyse. La difficulté réside dans I'amplification
simultanée de maniere robuste et équilibrée d'un tel nombre de fragments [Pastinen et al.,
2000].

Dans cette étude, I'amplification des fragments contenant les 51 polymorphismes d'intérét a
été optimisée en 5 réactions PCR. Selon nos premiers résultats, I'obtention d'un profil complet
sur 51 marqueurs est aisée a partir de 900 pg d'/ADN matrice (180 pg d’ADN par réaction).
Cela représente la limite inférieure de ce que I'on nomme la quantité optimale d’ADN matrice.
Des profils complets ont été obtenus a partir de quantités inférieures (500 pg d’ADN matrice
au total, 100 pg par réaction) mais leur interprétation dans le cadre d'analyses de routine

nécessite la définition de directives précises. En effet, lorsque la quantité d'ADN cible
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diminue, les différences d'intensité augmentent, entre les produits correspondant aux
différents SNP ainsi qu'entre les produits correspondant aux alleles d'un méme SNP, et les
résultats deviennent déséquilibrés. A I'image de celles établies pour I'analyse des
microsatellites [Whitaker et al., 2001], les directives doivent étre établies par la répétition des

expériences a grande échelle et leur comparaison avec des "profils sur ADN optimal".

Dans cette étude, le succes des reactions d'amplification a été limité en premier lieu par la
quantité d’ADN matrice disponible avant sa qualité. L’ application d’un protocole d’extension
d’amorce discriminant simultanément les alléles d’un nombre de loci plus important, couplée
a un haut degré de multiplexage lors de la PCR (1 & 2 réactions d’amplification),
permettraient certainement de réduire la limite inférieure de la quantité d'ADN matrice
nécessaire. Cependant, I'augmentation importante du degré de multiplexage des réactions
d'amplification diminue leur sensibilité et peut engendrer ainsi une perte d'informations. En
effet, la sensibilité d'une réaction ciblant 15 a 16 loci ne pourra probablement pas étre atteinte

lors d'une réaction visant a amplifier plus de 50 marqueurs.

La fragmentation diminue I'efficacité d’amplification, méme lorsque la quantité d'’ADN
matrice n’est pas limitante [Dixon et al., 2005]. Tant que I'analyse est basee sur une étape de
PCR, sa sensibilité en est directement dépendante. Ainsi, quelque soit la technique de
discrimination allélique ou de détection de ses produits, elle sera toujours dépendante de la
faisabilité et de I’efficacité de la réaction PCR. De ce fait, I’utilisation des marqueurs SNP
n’apporte en I’état actuel pas d’avancées en ce qui concerne la quantit¢ d’ADN matrice

minimale.

Les avancées technologiques et scientifiques ouvrent une nouvelle porte aux SNP par le
développement de méthodes de discrimination alléligue ne nécessitant pas de pré-
amplification des fragments les contenant [Pastinen et al., 2000 ; De la Vega et al., 2005 ; Nie
et al., 2005]. Celles-ci doivent étre au minimum aussi sensibles que la PCR et permettraient la
mise en place d’analyses en un seul tube, réduisant les étapes de purification et de ce fait le
risque de contamination. De méme, I'élimination de cette étape pourrait encore réduire la

taille des fragments d'ADN d'intérét en ne ciblant que les séquences adjacentes au marqueur.

Lors de l'analyse d'échantillons pauvres et dégradés, les biologistes sont confrontés au
probleme de la limite d'informativité de I'ADN dégradé et en trés faible nombre de copies. En

effet, lorsqu'un échantillon est riche en ADN dégradé, statistiquement les chances de trouver
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et d'amplifier les fragments courts contenant les SNP sont meilleures que celles de trouver un
STR (taille de fragment cible supérieure). Néanmoins, dans le cas d'un échantillon pauvre et
dégrade, les chances de trouver les SNP dans des parties intactes sont tout aussi faibles que
celles de trouver un STR intact car les coupures ne se feront pas de maniére ordonnée autour
des marqueurs (pour les 51 marqueurs). Ainsi, pour de tels échantillons, Il'analyse des
marqueurs SNP ne représente pas le moyen absolu d'identification mais permet d'étudier des

matrices dégradées en quantités relativement importantes.

IV.2.2. PEX& MALDI-TOF

La spectrométrie de masse MALDI-TOF, méthode directe, trés sensible et trés rapide, est
compatible avec toutes les méthodes de discrimination allélique décrites a ce jour. Celles-ci
sont basées sur quatre principes : I'nybridation, la ligature, le clivage et I'extension d'amorce.
Nous avons choisi la discrimination allélique simultanée de plusieurs SNP par extension
d’amorce. De part la spécificité d'hybridation des amorces et celle de Il'incorporation des
nucléotides alleles spécifiques, la technique d'extension d'amorce présente un moyen tres
efficace de discrimination allélique. Basée sur I'amplification linéaire des entités a détecter,
augmentant ainsi la sensibilité globale de la méthode, elle répond aux besoins qualitatifs
relatifs a l'identification genétique. La combinaison technologique retenue concurrence la
majorité des autres méthodes en termes de robustesse, précision, reproductibilité et sensibilité
lorsqu’elles sont directement comparées [Tost et Gut, 2005 ; Le Hellard et al., 2002 ; Lessig et
al., 2005].

Nous avons choisi d'appliquer la discrimination & son état le plus simple, c'est a dire pour
I'analyse directe d'entités issues de la réaction d'extension d'amorce en phase liquide, sans
modificateur de poids et sans digestion enzymatique. Cette approche permet une orientation
de la méthode vers toute adaptation ou modification aidant la détection et convient a I'étape de
sélection de marqueurs dans le processus de développement d'une technologie. Cependant,
lors de l'analyse, ce choix restreint le nombre de marqueurs qui peuvent étre étudiés
simultanément, reduit la gamme de taille des fragments cibles et ne permet la détection de
I'apparition d'un nouvel allele que si les nucléotides nécessaires sont présents dans le milieu

réactionnel [Kostrzewa et al., 2002 ; Sauer et al., 2000a ; Sauer et al., 2000b]. D'une part le
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multiplexage nécessite des propriétés similaires des amorces (des températures de fusion
proches restreignent la diversité de longueur) et d'autre part les mélanges de dNTP et ddNTP
doivent étre spécifiques des polymorphismes cibles. En moyenne, la différence de masse ainsi
obtenue entre les différents produits relatifs a un SNP est de 300 Da [Buetow et al., 2001 ;
Petkovski et al., 2005]. Dans cette étude, les produits attendus lors de I’analyse simultanée de
plusieurs SNP sont séparés d'au moins 60 Da permettant de larges fenétres de lecture de
chaque pic sans chevauchement des fenétres d’identification lors de I’attribution des masses.
La distribution des masses observées suit la loi normale et les déviations standard sont
inférieures a 4 Da. Afin de simplifier la lecture et surtout par manque d'automatisation de
cette étape, la méme fenétre de lecture est appliquée pour tous les produits. Ainsi, au moins
99,7% des pics de chaque produit seront compris dans I'intervalle de 12 Da de part et d'autre
de la masse attendue ce qui correspond a 3 déviations standard maximales (m + 3). En
considerant les produits les plus proches en masse (analytes AB2T - C et SP02 - G) et en
appliquant la fenétre de lecture de masse de 24 Da, l'intervalle le plus petit les séparant serait

de 36 Da. En conséquence, le risque de fausse annotation de masse est quasi nul.

Ces résultats, ainsi que toutes les attributions de masses dans cette étude, ont été obtenus
gréce a la fonction d'annotation "centroid” qui ne prend en compte que les 10% supérieurs de
chaque pic. Outre une plus faible différence entre les masses attendues et observees, cette
fonction permet de s'affranchir d'une partie du bruit de fond qui peut étre engendré par des

résidus salins.

Des différences de hauteurs (40%) de hauteur entre les pics correspondant aux deux alleles
d'un génotype hétérozygote sont classiquement observés. Le méme ordre de grandeur de
différences a egalement été observé entre deux dépots consécutifs. Cela peut s'expliquer par
les variations engendrées lors de la préparation du dép6t sur la cible. En effet, plusieurs
facteurs restent non contrlables dans cette étape. D'une part, la nécessité de la parfaite
homogénéisation de I'échantillon est soulignée. D'autre part, la cristallisation de la matrice ne
se fait pas de maniére homogene et les cristaux formés peuvent avoir un contenu en ADN
différent. 1l est donc indispensable d'ioniser par tir au laser de nombreux points d'un méme
dépdt. Enfin, la cristallisation de la matrice est fortement influencée par la qualité de
I'environnement dans lequel elle a lieu. Une variation du taux d'humidité ou du flux d'air se
répercute dans la qualité du dépbt. Ainsi, il est apparu nécessaire de préparer tous les dépots
en double, lors de I'analyse manuelle, afin de minimiser la probabilité de perte d'information
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due au dép6t. Le nombre de dépbt recommandé par le fournisseur lors de I'analyse
automatique est de 4 pour chaque analyse.

L'optimisation des dépbts au travers d'une cristallisation plus homogene permettrait
I'utilisation de la spectrométrie de masse MALDI-TOF de maniére quantitative. En effet,
contrairement aux peptides et aux protéines, I'ADN est une molécule "monotone” dont les
différentes séquences affichent peu ou pas de différences d'efficacité de désorption. Dans le
cadre de l'identification génétique par les SNP, I'aspect quantitatif de la méthode de détection
joue un role trés important dans l'investigation de mélanges d’ADN de plusieurs individus. En
effet, contrairement a l'analyse de systéemes STR, I'étude de marqueurs bialléliques a partir
d'échantillons contenant un mélange d'’ADN ne permet pas d‘attribuer les alléles de maniére
qualitative. La détection des deux alleles a un locus donné peut correspondre a plusieurs cas
de figures. Une différence d'intensité des produits correspondant aux deux alleles peut
indiquer alors leur différence quantitative de représentation dans I'échantillon. Dans une
certaine mesure cette différence peut permettre de distinguer les génotypes générant le profil
du mélange. Cependant, la distinction entre un ADN hétérozygote et un melange d'ADN
hétérozygotes ou de génotypes homozygotes opposes en proportions égales, reste impossible.
De méme, I'analyse d'un mélange d'ADN en proportions fortement déséquilibrées (tels que
dans les prélevements effectués suite a des agressions sexuelles) s'avere trés difficile car les
variations d'intensité peuvent étre attribuées a des facteurs expérimentaux. Enfin, certaines
aberrations génétiques, telles les trisomies ou les duplications de séquence, ainsi que les
artéfacts techniques pourraient donner lieu a de forts déséquilibres quantitatifs des produits

allele spécifiques et mener a de fausses interprétations des profils.

L'utilisation d'une méthode de détection de sensibilité subfemtomolaire, non spécifique de
I'’ADN presente aussi des inconvenients. Des composants de tampons de réaction des
enzymes, tels les détergents, les stabilisants, le glycérol et surtout les sels, peuvent sévérement
interférer avec les spectres [Guo, 1999]. Ainsi, un pic correspondant a un produit présent en
de tres faibles quantités peut étre confondu avec des pics du bruit de fond. Dans le cas de
mélanges d’ADN inégaux, cette situation est rendue encore plus complexe par la présence de
pics de forte intensité correspondant au profil de I'ADN majoritaire. Cette difficulté est réduite
lors de la détection de fluorescence puisque les produits non marqués (ne correspondant pas a
de I'ADN) ne sont pas détectés. Afin de réduire la présence de pics parasites dans les spectres,

il est indispensable de proceéder a des étapes de purification rigoureuse. Plusieurs fournisseurs
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proposent des formats de purification différents. L'une de ces solutions est la technique
"GOOD Assay" [Sauer et al., 2000a, 2000b] qui utilise des amorces modifiées et évite ainsi

toute étape de purification.

L'analyse de SNP par miniséquencage suivi de la détection par spectrométrie de masse
MALDI-TOF développée dans cette étude s'avere efficace, fiable, rapide, peu colteuse,
sensible, spécifique et génere des résultats reproductibles. Cependant, I'analyse d'un nombre
de loci aussi important nécessite I'augmentation du degré de multiplexage tant au niveau de la
pré-amplification (afin de diminuer la quantité d’ADN matrice nécessaire a l'analyse), qu'au
niveau de la discrimination allélique (afin d'en diminuer la complexité expérimentale et le

co(t).

Un niveau supeérieur de multiplexage dans cette deuxiéme étape pourrait étre réalisé par la
modification de deux parameétres. L'utilisation de ddNTP seuls et non mélangés a des dNTP
simplifierait grandement la composition des milieux réactionnels. Cela peut étre atteint par la
sélection d'un nouvel ensemble de SNP a I'exclusion des polymorphismes A/T dont la
distinction des génotypes AA, TT et AT est possible mais difficile puisqu'il s'agit de
distinguer des entités de plusieurs kilodaltons (kDa) ne différant que de 9 Da [Haff et
Smirnov, 1997a]. Cependant, selon la précision de la détermination de la masse des analytes
calculée, il serait nécessaire de restreindre les polymorphismes a A/C, T/G et G/C. C'est
seulement dans ces cas la que la différence de masse permet d'avoir des intervalles de
confiance non chevauchants, comprenant 99,7% des pics. Afin de pallier a cette limitation, il
est possible d'utiliser des ddNTP portant des masses ajoutées différentes, permettant de
réguler la différence de masse de maniére précise [Fei et al., 1998 ; Mengel-Jorgensen et al.,
2004].

La corrélation entre les écart-types des distributions des masses et la masse moyenne est
positive. Il serait intéressant d'exploiter la capacité de tres haute résolution des analytes de
masse inférieure. L'utilisation d'amorces clivables permettrait leur extension dans les mémes
conditions réactionnelles mais leurs produits apres clivage auraient une masse inférieure. Les
amorces contenant un lien photolabile (photo linker) permettent le clivage des produits
d'extension par rayonnement UV [Wenzel et al., 2003 ; Vallone et al., 2005]. La digestion
enzymatique a la ribonucléase peut étre effectuée de maniére spécifique sur les
oligonucléotides contenant un ribonucléotide dans leur séquence [Mengel-Jorgensen et al.,
2005].
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La combinaison de produits de basse masse (produits pouvant étre clivés) et de masse
moyenne (amorces non modifiées et éventuellement distinguées par ajout de queues de
séquences non humaines a I'extrémité 3' des amorces [Ross et al., 1998 ; Kim et al., 2003])
permet I'exploitation d'une fenétre de détection plus large et par conséquent aboutit a I'analyse

simultanée d'un grand nombre de SNP.

1VV.3. SNP : "'to be or not to be""

Un ensemble de 50 SNP autosomaux répondant aux criteres des marqueurs pour
I’identification génétique a été sélectionné. Une différence ponctuelle de séquence entre les
genes de I’amélogénine portés par les chromosomes sexuels a été choisie en tant que
marqueur de détermination du sexe biologique d’un échantillon.

La sélection théorique est basée sur les informations disponibles dans les bases de données
publiques qui aujourd’hui répertorient prés de 10 millions de SNP. Gréace a cet outil, des
marqueurs de position génomique connue, qui ne sont ni exoniques ni rapportés comme liés a
un caractere phénotypique et présentant des fréquences alléliques de 0,15 a 0,85 dans au
moins 3 populations différentes, ont pu étre choisis.

L’étape expérimentale a permis d’exclure des marqueurs (tel le marqueur rs1321158) dont le
voisinage proche n’était pas exempt de variabilité. En effet, la présence de polymorphismes
dans les séquences bordantes pourrait d’une part limiter voire empécher I'hybridation des
amorces de discrimination allélique et d’autre part rendre impossible I’étude des mémes
marqueurs par d’autres techniques d’analyse. La validation expérimentale comprend aussi la
comparaison des profils obtenus par séquencage et par I’extension d’amorce suivie de
spectrométrie de masse sur fragments plus courts. Par cette comparaison de fragments
amplifiés par des couples d’amorces différents il est possible de s’assurer de I’absence
d’alleles nuls. Aucune divergence de génotypes n’a été observée lors de la comparaison des

deux approches.
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1VV.3.1. IDENTIFICATION GENETIQUE

1VV.3.1.1. Evaluation des loci

Un aspect important de l'utilisation des marqueurs bialléliques réside dans leur tendance a étre
spécifiques d’une population ; un marqueur qui est polymorphe dans une population peut ne
pas I’étre dans une autre. Cette tendance, néanmoins observée, est moindre pour les
marqueurs microsatellites qui sont généralement polymorphes a travers diverses populations.
Dans les deux cas (SNP et STR), la plupart des génotypes se retrouvent dans toutes les
populations humaines. Cependant, leur fréquence peut varier d'une population a l'autre. Cela
signifie que les marqueurs SNP doivent étre générés spécifiquement pour la population
étudiée et que des études détaillées de tres grands échantillons de populations doivent

préceder leur généralisation.

Lors de cette étude, nous avons observé des divergences plus ou moins importantes entre les
fréquences alléliques de référence (base de données dbSNP) et celles obtenues sur
I'échantillon de population francaise. Ces écarts peuvent s'expliquer par la taille réduite de la
population étudiée (ceci concerne autant la population objet de ce travail que celle ayant
permis I’estimation des fréquences de référence) et soulignent les différences de distribution
alléliques. L’exemple le plus prononcé de ces différences est celui du marqueur 27 (rs936250)
dont les fréquences alléliques observées (G - C : 0,23 - 0,77) s’éloignent de maniére tres
importante des fréquences rapportées sur la collection de 30 individus caucasiens sans lien de

parenté de CELERA (G - C: 0,707 - 0,293) ou celles-ci sont quasiment inversées.

Les distributions alléliques population spécifique de certains marqueurs SNP pourraient étre
exploitées comme indicateurs de population d'origine d'un échantillon a l'image des
marqueurs du chromosome Y [Jobling, 2001 ; Phillips et al., 2004 ; Brion et al., 2005]. Dans
le cadre judiciaire, cette possibilité apparait trés intéressante en l'absence de profil de

référence.
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Les paramétres tels que I'nétérozygotie (ou diversité allélique), le pouvoir de discrimination et
la probabilité d'identité ont été calculés pour chaque locus, selon les formules détaillées dans
le paragraphe 11.11.1. Ces résultats permettent de constater que les tests sont hautement
discriminatifs puisque le pouvoir de discrimination (Pd) de chacun des marqueurs est

supérieur a 0,5.

Le déséquilibre apparent d’un marqueur dans une population par rapport a la loi de Hardy-
Weinberg indique un événement relativement récent, telle une mutation, une migration voire
un effet de pression de sélection, qui empéche I'application des lois biostatistiques sur sa
transmission. De méme, un déséquilibre apparent par rapport a la loi de Hardy-Weinberg peut
étre induit par la taille faible ou une organisation en sous-populations de I'échantillon. Ainsi,
les loci caractérisés par un desequilibre dans I'hérédité ne peuvent étre utilisés en tant que
marqueurs pour l'identification génétique. Les loci rs868432 et rs754, cités dans ce travail a
titre illustratif, sont des exemples de marqueurs n'ayant pas franchi I'étape de la sélection
statistique. Les 50 SNP sélectionnés ne présentant pas d'écart significatif des effectifs
théoriques, la transmission de leurs alléles étant conformément a la relation de Hardy

Weinberg est admise.

Le critéere non explicité par les résultats de I'évaluation individuelle de chaque marqueur est
I'estimation du déséquilibre de liaison. Son évaluation par des tests exacts est indispensable
malgré la distance de sélection minimale entre 2 marqueurs fixée a 4 Mpb. En effet, une telle
liaison peut s’étendre sur des régions de plusieurs millions de paires de bases [Collins et al.,
2001] et varie grandement entre les femmes et les hommes [Broman et al., 1998]. Toutefois,
si une moyenne devait étre utilisée, la distance de 1 cM sur la carte génétique correspond a
environ 1 Mpb sur la carte physique [Petes, 2001]. Le désequilibre de liaison de deux
marqueurs se traduit par leur transmission non indépendante d'une génération a l'autre et leur
analyse réduit I'information qui en découle voire revient a I'analyse de l'un des deux loci

seulement.

Au vu des résultats obtenus les 50 marqueurs selectionnés sont tous polymorphes, a I'équilibre
de Hardy-Weinberg et ne présentent pas de désequilibre de liaison dans la population étudiée.
L'identification génétique, reposant sur I'étude de cet ensemble de SNP, s'avére efficace au
point qu'elle permet d'atteindre une probabilité d'identité de 3,7510%. Ce paramétre exprime
la probabilité d'avoir deux génotypes identiques en analysant deux individus pris au hasard

dans la population considérée. La valeur de ce parameétre, obtenue gréace aux kits d'analyse des
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marqueurs STR utilisés aujourd'hui en routine, est comprise entre 10%* et 10™° selon le
nombre de loci étudiés [Buckleton et al., 2005]. Ainsi, les pouvoirs discriminants obtenus, par
I'usage de "kits STR™ d'une part et grace a l'analyse de I'ensemble de SNP décrit dans cette

étude d'autre part, sont équivalents.

IV.3.1.2. Etude de mélanges

Parmi les marqueurs sélectionnés, 90% présentent des fréquences alléliques comprises entre
0,35 et 0,65. Dans le cadre d'un calcul d'identité entre deux génotypes et de I'étude d'une trace
biologique simple, les SNP dont les fréquences alléliques sont identiques (0,5/0,5) sont les
plus informatifs. En effet, en considérant un ensemble de 50 SNP de distributions alléliques
identiques, les nombres de génotypes homozygotes et hétérozygotes observé seront
respectivement 50'(a2+b?) et 100-ab, si a et b représentent les fréquences des alleles possibles
a chaque locus. Les rapports de vraisemblance, opposant les hypothéses d'identité et de non-

identit¢  connaissant le  profil obtenu, seront calcules selon la  formule

LRSO_[ljw( 1 ]m“"(ljw. La courbe représentant les LR en fonction des
2 b2

a 2ab
distributions alléliques sera symétrique par rapport aux fréquences 0,5/0,5. En effet, le rapport
de vraisemblance obtenu grace a 50 marqueurs de ce type atteint la valeur de 3,78:10%, alors
qu'il diminue jusqu'a atteindre 8,24'10% lors de I'analyse de 50 SNP dont les fréquences

alléliques sont 0,2 et 0,8.

Dans les cas plus complexes de traces comportant 'ADN de plus d'une personne, le pouvoir
discriminant des SNP chute et le nombre de marqueurs a analyser simultanément augmente de
maniere vertigineuse. L'interprétation de tels profils devient un défi puisque quelgue soit le
nombre de contributeurs, le nombre maximal d'alléles observés a chaque locus est de deux
alors que les marqueurs STR permettent, dans le meilleur des cas, d'observer deux alleles par
contributeur. Dans ce cas, I'analyse de 50 marqueurs dont les fréquences sont situées entre 0,2
et 0,8, permettrait d'atteindre des LR compris entre environ 10* et 10°. L'information contenue
dans un SNP en fonction de ses fréquences alléliques suit une tendance inverse a la logique de
I'interprétation d'échantillons simples. A I'approche des fréquences alléliques de 0,5, les LR
augmentent dans I'étude d'un seul ADN, mais diminuent dans le cadre de l'analyse d'un
mélange d'ADN de plusieurs individus et atteignent alors leur minimum. Ainsi les marqueurs

dont les répartitions de fréquences alléliques sont moins homogenes (fréquence de I’alléle le
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plus représenté comprise entre 0,65 et 0,80) se révelent plus informatifs lors de I’analyse
d’échantillons complexes sans pénaliser le pouvoir discriminatoire du lot lors de I’analyse
d’ADN d’un seul contributeur. Malgré cela, la réduction de l'interprétation de profils
complexes a la détection d'alleles peu représentés et l'interprétation quantitative des signaux

obtenus pour des marqueurs bialléliques (paragraphe 1V.2.2.) n'est pas envisageable.

1\V.3.2. ETUDE DES PATERNITES

De fagon a vérifier la fiabilité de filiations testées au travers des SNP sélectionnés, des tests de

paternité ont été réalisés a partir d'échantillons déja typés par d'autres méthodes.

Les probabilités soutenant I'nypothese de paternité, obtenues pour les cas de paternité
confirmés, atteignent aisement les valeurs obtenues gréce a la filiation par les marqueurs STR
(valeurs supeérieures a 99,999%). Les investigations ont aussi permis d'établir avec certitude
une relation oncle - neveu. Ainsi, les marqueurs SNP s'averent étre aussi des outils puissants
dans I'établissement de liens de parenté. L'étude des non-paternités a permis d'exclure
irréfutablement les péres présumés grace a 8 ou 9 loci présentant des génotypes incompatibles
avec I'héritage d'alléles. En théorie, considérant le faible taux de mutation des marqueurs SNP
(10° & 10® mutation par génération) et supposant I’absence d’alléles nuls, I'incompatibilité
entre les génotypes sur un seul locus serait nécessaire et suffisante pour exclure un pére
présumé. Dans cette optique, les SNP sont considérés comme marqueurs plus puissants que
les STR (ou autres marqueurs constitués de séquences repétées) par certains auteurs
[Carracedo et Sdnchez-Diz, 2005 ; Sobrino et al., 2005].

Cependant, ceci n’est vrai que si I’on suppose I’absence d’alléles nuls. En se rapportant a des
systemes de pouvoirs discriminants équivalents, un exemple de kit commercial d'analyse des
STR a 15 loci autosomaux d'une part et le lot de SNP sélectionné dans cette étude d'autre part,

les marqueurs bialléliques présentent un inconvénient nouveau.

Les systemes STR et SNP étant tous deux basés sur la PCR, les fréquences d’apparition
d’alléles nuls (f(0)) peuvent étre supposées égales et comprises entre 10 et 5107 [Clayton et
al., 2004 ; Ballard et al., 2005, Leibelt et al., 2003]. La probabilité, P, d’observer une telle
incompatibilité a un locus donné dans le cas de I’analyse d’un trio - mere, enfant et pére

biologique — est calculée en fonction des fréquences alléliques (p et q) du locus considéré.
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I:)IocuS: p f(O) (1'p'f(0)) + q f(O) (1'q'f(0))
P1= 1-X(1-Procs)

La probabilité, P;, d’observer au moins une telle incompatibilité due a un alléle nul lors de
I’analyse de I'ensemble des marqueurs sélectionnés (n=50) dans cette étude est comprise entre
0,02336 et 0,11066 selon la valeur de f(0) employée (10 ou 510°®). La probabilité, P,, d’en
observer deux est alors comprise entre 0,0003 et 0,0062. Respectivement, pour un systeme de
marqueurs STR a 15 loci autosomaux, la valeur de P; est comprise entre 0,013 et 0,063 et
celle de P, entre 0 et 0,0019 selon la fréquence d'apparition d‘alleles nuls considéree.

Ainsi, I'observation d'exclusions apparentes dues a des alleles nuls sur 1 et 2 loci se produirait
respectivement 2 et 3 fois plus souvent lors de I'analyse de SNP dans le cas ou la possibilité
de mutation n'est pas prise en compte. En considérant le taux de mutation des STR (ajout ou
suppression d'une répétition) et une fréquence d'alléles nuls de 103, la fréquence de "fausses"
exclusions (qu'elles soient dues a une mutation ou a un alléle nul) est de 2,73% et 0,1%o pour
respectivement 1 et 2 loci. Dans le cas des SNP, ces valeurs sont respectivement 2,46% et
0,3%o. Il apparait que la fréquence dalléles nuls lors de I'étude d'un systeme SNP est
équivalente a celle observée lors de I'étude d'un systeme STR additionnée du taux de mutation

des microsatellites.

De plus, la fréquence d'apparition d'alleles nuls ainsi calculée reste sous-évaluée car I'étude de
SNP implique une étape supplémentaire par rapport a celle des STR. En effet, les marqueurs
STR sont analysés directement en tant que produits d'amplification PCR alors que, la majorité
des méthodologies d'analyse des SNP requiert une réaction de discrimination allélique. Celle-
ci repose sur I'hybridation d'une sonde ou d'une amorce. Ainsi, il est nécessaire de prendre en
considération la possibilité d'erreur d'incorporation des nucléotides commise par la Taq
polymérase lors des premiers cycles d'amplification dans la région d'hybridation voire méme
au niveau du polymorphisme. Lors de l'analyse de STR seules les erreurs de la polymérase
produisant des "stutters" seront discernables alors qu'une mesincorporation ne pourra étre

observée et n'influencera pas le résultat de I'analyse.
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1V.3.3. DETERMINATION DU SEXE

La détermination moléculaire du sexe des individus repose sur l'identification de séquences
caractéristiques des chromosomes X et Y. La méthode d'analyse de fragments employée en
routine repose sur une délétion de 6 pb du 1% intron du géne de I'amélogénine porté par le
chromosome X, en dehors des régions recombinantes [Sullivan et al., 1993]. Actuellement,
les kits commerciaux d’amplification des STR autosomaux incluent systématiquement
I’amplification de cette portion du gene de I’amélogénine. La faible taille des fragments
analysés (106 et 112 pb) permet leur étude a partir d'échantillons dégradés et en faible
quantité. Cependant, dans le cadre de I'identification génétique par SNP, le changement
technologique ne permet pas I'étude de cette délétion. Afin de combiner a I'analyse de SNP un
marqueur de détermination du sexe, une différence ponctuelle de séquence située dans la
méme région du génome et portée par les gonosomes a été sélectionnée (AmelSD). Les
résultats obtenus pour cette détermination moléculaire du sexe n'ont montré aucune
divergence par rapport au sexe phénotypique. L'étude d'une telle position par rapport a celle
d'une déletion permet de genérer un produit spécifique des deux chromosomes sexuels. De ce
fait, elle permet d'une part un contréle de la réaction et d'autre part la détection d'une
éventuelle composante masculine dans le cadre ou I'échantillon contiendrait un mélange de
plusieurs individus.

Dans certains cas, il peut étre observe un défaut d'amplification lors de I'analyse de fragment
du géne de I'amélogénine du chromosome Y. Il est certain que de telles particularités seront
rencontrées dans le cadre de I'étude du marqueur AmelSD. Ceci peut étre d0 a un défaut
d’amplification (par exemple lors de la dégradation excessive de I’ADN cible) dans le cas des
échantillons d’/ADN anciens. Par ailleurs, 0,018% des hommes présentent un profil génétique
féminin [Roffey et al., 2000 ; Steinlechner et al., 2002]. Certaines particularités génétiques
telles des délétions de la région cible, des mutations dans les sites de fixation des amorces ou
des phénomenes d’aneuploidie [Jobling, 2000 ; Brown, 2001] peuvent aussi engendrer un
profil XX.

Bien que I'étude du marqueur AmelSD se soit révélée aussi fiable que celle basée sur I'analyse
la délétion décrite ci-dessus, il serait intéressant d'inclure dans les tests une position
nucléotidique du géne SRY (Sex-determining Region on the Y chromosome). En effet, chez
les mammiferes, la détermination du sexe est contrdlée par ce gene situé dans la partie
terminale du bras court du chromosome Y, a proximité de la région pseudo-autosomique. Il

joue un réle dominant dans le déterminisme du sexe male puisque, un individu porteur de ce
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gene sera de sexe masculin indépendamment du nombre de chromosomes X qu'il posséde
[Berta et al., 1990]. Le probleme de non concordance entre le sexe génétique et le sexe
phénotypique d'un individu peut étre contourné par I'amplification d'une région spécifique du
chromosome Y, tels des microsatellites ou un fragment de 93 pb du gene SRY (Santos et al.,
1998). L'inclusion d'un marqueur du géne SRY dans I'ensemble de SNP décrit permettrait de

réduire considérablement le taux de "fausses™ déterminations du sexe génétique.

1VV.3.4. LES SNP DU CHROMOSOME X

Au regard des caractéristiques d'hérédité du chromosome X, son analyse en criminalistique
joue un role mineur. En effet, le pouvoir discriminant des marqueurs portés par ce
chromosome est moins intéressant chez I'homme (hémizygote) que chez la femme (dizygote)
qui hérite d'un haplotype X inchangé de son pére et d'un chromosome X recombiné de sa
mere.

Le génotypage de 120 hommes caucasoides sans lien de parenté sur ces 5 marqueurs a généré
29 profils différents, alors que 23 combinaisons alléliques différentes ont été observées lors de
I'étude de 28 ADN féminins sans liens de parente.

En dehors de leur taux de mutation tres faible, les SNP partagent les caractéristiques de tous
les marqueurs situés sur le chromosome X. De maniére générale, leur pouvoir informatif est
inférieur & celui des marqueurs autosomaux mais vraisemblablement supérieur & celui des
marqueurs du chromosome Y.

Malgré cela, leur application spécifique a certains cas de filiation peut apporter I'information
gue les marqueurs autosomaux ne contiennent pas pour cause de recombinaison méiotique.
Par exemple, les marqueurs du chromosome X peuvent présenter un pouvoir d'exclusion
supérieur lorsque les peres présumés alternatifs sont en proche parenté (par exemple pere et
fils qui ne partagent pas d'alleles des marqueurs du chromosome X) [Szibor et al., 2003]. De
méme, les marqueurs du chromosome X, s'avérent tres utiles dans les tests de relation mere-
fils en I'absence du pére ou encore pere-fille en I'absence de la mere. D'autres investigations,
telles I'étude de paternité par I'analyse des chromosomes X de deux demi-sceurs, ou de la

grand-mere paternelle et la petite-fille, peuvent étre facilitees.
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IV.4. SNP versus STR

Malgré les avantages cités, I'analyse des SNP présente des limites.

Les données existantes, collectées dans les banques de données nationales ou au niveau des
laboratoires, sont toutes basées sur les marqueurs STR. Le retypage des SNP sur des
échantillons existants engendrerait un co(t tres élevé. De plus, cette ré-analyse ne serait pas
envisageable. En effet, contrairement aux prélévements de question (traces), les nouvelles
directives de la réglementation francaise n'imposent plus la conservation des échantillons
issus de prélevements de référence destinés a l'alimentation du fichier national des empreintes
génétiques. Bien qu'applicable dans le cadre de I'identification de victimes [Budowle, 2005],
I'utilisation de marqueurs différents des STR rendrait la consultation de bases de données au

niveau international obsoléte a court ou moyen terme.

L'adoption d'une méthode basée sur la spectrométrie de masse MALDI-TOF permettrait une
augmentation de la capacité et réduirait le colt des analyses. Pourtant les investissements de
départ pour I'équipement doivent étre pris en considération. Contrairement aux analyseurs
génétiques basés sur I'électrophorése capillaire, la spectrométrie de masse MALDI-TOF
n'étant pas aussi largement implantée dans les laboratoires d'identification génétique, les codts
engendrés par l'acquisition de l'appareillage sont, a ce jour, élevés. L'impact de
I'investissement pourrait étre réduit par l'utilisation de la méme plateforme pour des types
d'analyses différents puisque la technologie bénéficie d'un spectre d'applications tres large et
diversifié [Lessig et al., 2005].

L'observation des résultats d'électrophorese lors de I'analyse des marqueurs STR est déja
substantiellement automatisée, mais la lecture finale du résultat est réalisée et verifiee
manuellement [Coquoz, 2003 ; Buckelton et al., 2005]. Le nombre d'observations nécessaires
par échantillon étant trop élevé, l'interprétation manuelle du résultat de l'investigation de
marqueurs SNP ne peut étre envisagée. L'automatisation doit concerner la lecture et
I'interprétation du résultat. Par exemple, I'existence d'un mélange d'ADN de plusieurs
individus ne pouvant étre formellement démontrée ou exclue, l'interprétation devra en tenir
compte pour tout échantillon dont la nature rend cette hypothése vraisemblable. De méme,
I'analyse des SNP étant en premier lieu dédiée aux échantillons dégradés, elle sera malgré tout
confrontée aux problemes des profils partiels. Des indicateurs de qualité de la matrice

pourraient étre inclus, tel le ciblage de séquences non polymorphes du génome. Aussi des

134



paramétres de correction en découlant pourraient faciliter dans une certaine mesure
I'interprétation des profils. Les calculs engendrés par la nécessité de grandes précautions,
exigent le passage a une démarche purement informatique et statistique. Par le biais d'une
collaboration avec la société Bruker Daltonics GmbH (Breme, Allemagne), nous avons initié
le développement d'outils bioinformatiques adaptés a l'identification génétique, permettant la
lecture, I'exploitation et I'interprétation automatisées des données SNP obtenues.

Les efforts dans le développement de technologies, plateformes et de la biochimie permettant
un tres haut débit d'analyse, ces progres sont adaptés a l'industrie pharmaceutique ou un
nombre relativement faible de marqueurs est étudié sur un trés grand nombre d'échantillons.
En criminalistique et en paléoanthropologie, il s'agit d'étudier un panel important de
marqueurs sur de faibles quantites d'échantillons souvent dégradés. La méthode développée
dans cette étude est économiquement trés avantageuse puisgqu'elle ne nécessite pas I'utilisation
de marquage fluorescent. Cependant, l'utilisation d'amorces et de ddNTP non modifiées,
diminue la capacité indispensable de haut degré de multiplexage des réactions. Ainsi, la
difficulté principale réside dans la mise au point de réactions visant a amplifier un grand
nombre de fragments simultanément. De méme, lI'augmentation du degré de multiplexage de
réactions d'amplification diminue leur sensibilité. Le développement de réactions multiplexes
larges permettrait certes de réduire la limite de sensibilité atteinte dans ce travail (500 pg),
mais ne dépassera pas celle des kits STR reposant sur I'amplification d'une quinzaine de

fragments.

Le caractére biallélique des SNP est limitant lors de l'interprétation de mélanges d'ADN de
plusieurs individus. Un mélange analysé par SNP peut étre caractérisé par un exces de loci
hétérozygotes, mais cela ne permet pas la résolution des profils génétiques spécifiques des
contributeurs. De méme, une contamination sera difficile voire impossible a détecter.

L'interprétation des mélanges est clairement la principale faiblesse des SNP.

Enfin, il faut noter que la limite des analyses de STR en multiplex face aux échantillons
fortement dégradés pourrait étre partiellement corrigée. Des stratégies sont envisagées
consistant a utiliser des amorces particulierement proches de la séquence répétitive pour
obtenir des produits d'amplification de petite taille (inférieure a 130 pb) [Wiegand et Kleiber,
2001 ; Tsukada et al., 2002 ; Butler et al., 2003 ; Coble et Butler, 2005]. L'avantage majeur de
ces STR plus courts ou mini-STR est leur compatibilité avec les banques de données

construites jusqu'a présent. Neanmoins, certains amplicons ne pouvant étre réduits de maniére
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satisfaisante, seront remplacés. De plus, ces produits plus courts sont compatibles avec des
techniques alternatives d'analyse telle la spectrométrie de masse en temps de vol [Butler et al.,
1998]. Toutefois, les SNP étant des polymorphismes ponctuelles, les fragments cibles peuvent

étre de taille inférieures a cette limite (60 a 80 pb).

Le remplacement des STR par des SNP pour l'identification génétique n'est pas envisageable
dans un futur proche [Gill, 2004]. En France, il devra se confronter aux modifications de la
réglementation en vigueur ou les marqueurs pour lidentification génétique sont fixés.
Néanmoins, l'analyse des SNP peut complémenter celle des STR que ce soit dans le cadre
d'échantillons ayant subi une dégradation importante ou dans celui des études de paternités ne
permettant pas le calcul de valeur statistiques suffisantes. Dans le cadre d'une expertise,
I'identification génétique donne des éléments de réponse voire une orientation a I'enquéteur.
La réunion des résultats de I'investigation d'un certain nombre de SNP (méme tres inférieur a
50) avec un profil partiel obtenu a partir de marqueurs STR peut permettre d'améliorer les

pouvoirs discriminants nécessaires a la résolution de cas difficiles.
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IV.5. Les SNP dans les laboratoires d'identification génétique

L'utilisation des SNP en tant que marqueurs pour l'identification ou la filiation en médecine
légale ne peut étre écartée et leur implantation pourrait étre trés rapide pour certaines

applications plus spécifiques.

Le polymorphisme de I'ADN mitochondrial, étudié pour identifier les lignées maternelles,
correspond a des SNP. L'investigation est concentrée sur les régions hypervariables | et Il
(HVI et HVII) de la région contrdle et fournit un pouvoir de discrimination limité dans le
contexte de la criminalistique et une information insuffisante dans les études de I'évolution
[Quintans et al., 2004]. Le séquencage de I'ADN mitochondrial dans son intégralité n'étant pas
envisageable, l'analyse d'informations supplémentaires contenues dans la région codante
semble étre la stratégie de choix pour pallier cet inconvénient [Quintéans et al., 2004 ; Coble et
al., 2005 ; Niederstatter et al., 2005 ; Divne et Allen, 2005 ; Hall et al., 2005 ; Budowle et al.,
2005 ; Kline et al., 2005].

L'analyse de séquences d’ADN déterminant des caractéres morphologiques, tels la couleur des
yeux [Frudakis et al., 2003 ; Sturm et Frudakis, 2004] ou encore la pigmentation de la peau
[Anno et al., 2005 ; Bonilla et al., 2005] présente un intérét implicite dans le cadre de la
recherche d'un suspect. Cependant, cette utilisation des marqueurs moléculaires souléve de
nombreuses questions d'éthique. En outre, il est nécessaire de prendre garde au fait que les
"populations™ décrites, dont la définition repose sur I'ascendance géographique, pourraient
étre interprétées comme des "races” (un concept surtout social) et considerées a tort comme
des concepts précis et significatifs fondés sur la biologie. De méme, selon la législation
francaise, les profils ADN ne doivent pas contenir de données dont la divulgation pourrait étre
problématique et doivent de ce fait porter sur des régions non-codantes. Cette restriction

exclut les informations sur le sexe de l'individu.

Enfin, le faible taux de mutation des SNP permet leur utilisation dans la reconstruction de
I'histoire humaine et la dispersion de I'hnomme anatomiquement moderne. Cette caractéristique
est d'un intérét particulier lorsque les marqueurs sont haplotypiques. En effet, les marqueurs
de la partie NRY sont hérités comme un seul locus permettant la reconstruction de lignées
paternelles sur des milliers d'années. Les combinaisons alléliques changent uniquement au

travers de l'accumulation de mutations paralléles et récurrentes. Au regard de leur taux de
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mutation respectifs, les SNP qu'il porte se réferent a des evénements temporellement plus
lointains que les STR. Ainsi, les combinaisons de SNP permettent la définition
d'haplogroupes du chromosome Y, informatifs sur la diversité d'une population. Les
combinaisons de STR permettent la définition des haplotypes, dont I'étude est utilisée pour
I'investigation d'événements demographiques plus récents [de Knijff et al., 1997 ; Forster et
al., 2000 ; Zhivotovsky et al., 2004]. Outre I'étude de la composante masculine dans les
échantillons d'/ADN de plusieurs contributeurs, les SNP du chromosome Y sont des
marqueurs de choix lorsqu'il s'agit d'élucider I'origine géographique d'un spécimen [Kayser et
al., 2001 ; Flores et al., 2004 ; Jobling, 2001 ; Underhill et al., 2001 ; Jobling et Tyler-Smith,
2003 ; Mengel-Jorgensen et al., 2004 ; 2005].

IV.6. Etude des échantillons anciens

Dans ce travail, nous avons étudié trois SNP du chromosome Y sur des échantillons d'ADN
masculin anciens obtenus a partir de restes osseux découverts dans la nécropole de la vallée
d'Egyin Gol en Mongolie du nord. Cette nécropole reléve de la culture Xiongnu, tribu Turco-
Mongole de guerriers nomades contre lesquels les Chinois ont élevé la Grande Muraille. Au
3™ sigcle avant Jésus Christ, ils ont créé le premier empire dirigé par des nomades de I'Asie
centrale. lls ont régné sur le territoire s'étendant depuis le lac Baikal au nord, jusqu'au désert
de Gobi au sud et depuis l'ouest de la Manchourie jusqu'aux Pamirs a I'ouest. Du temps de la
dynastie des Han (206 avant Jésus Christ - 220 aprés Jésus Christ), la Chine a élargie ses

frontieres au dépend de I'empire Xiongnu [Marx, 2000].

Selon la datation au carbone 14 le site d'Egyin Gol a été utilisé du 3°™ siécle avant Jésus
Christ au 2" siécle aprés Jésus Christ, c'est-a-dire durant toute la période Xiongnu. Les
tombes sont organisées en quatre secteurs désignés "A", "B", "C" et "D", des deux cotés d'une
faible dépression de la vallée (figure 31). Le site se serait étendu depuis le secteur A vers les
secteurs B et C, avec certaines tombes du centre du secteur B qui semblent antérieures a
I'ensemble B/C.

L'environnement froid de la Mongolie du Nord permet la conservation de tombes a I'état gelé.
Ces conditions climatiques étant favorables a une bonne préeservation de I'ADN [Burger et al.,

1999 ; Leonard et al., 2000], les restes osseux excavés ont pu étre étudiés au travers des
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marqueurs STR biparentaux et du chromosome Y ainsi que du polymorphisme de I'ADN

mitochondrial [Keyser-Tracqui et al., 2003].

Cette étude a permis de mettre en évidence des relations de proche parenté entre plusieurs des
spécimens inhumés dans ce site et a fourni des informations supplémentaires sur
I'organisation de la nécropole et les pratiques funéraires des Xiongnu. Notamment, les
haplotypes trouvés pour des spécimens retrouvés dans un groupe de tombes relativement
isolées, suggérent des contacts entre les populations d'Europe et d'Asie, antérieurs au
développement de la culture Xiongnu ainsi que I'émergence d'une composante Turque dans la
tribu Xiongnu paralléle au vieillissement du site funéraire [Keyser-Tracqui et al., 2003]. Afin
d'approfondir l'exploration de cette diversité suggérée par l'analyse des STR, nous avons
étudié les marqueurs bialléliques TAT, M242 et RPS4Y sur des specimens de cette nécropole

[Petkovski et al., sous presse].

EGYIN GOL SITE N1
BURKHAN TOLGOI
Lengitede : 103°30'E
Latitude : 48°27TN
Altitude : 885 m

Figure 31 : Carte de la nécropole d'Egyin Gol. Les tombes sont matérialisées par des cercles. Les
lettres A, B, C et D désignent les 4 secteurs distingués par Keyser-Tracqui et al. (2003) et délimités
de pointillés. Les fleches rouges désignent les tombes étudiées par les marqueurs SNP dans cette

étude.

Les trois spécimens étudiés appartiennent chacun a un secteur différent de la nécropole, défini

grace a la datation au carbone 14 (Figure 31). La tombe du spécimen 19EG est située dans le
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secteur le plus ancien de la nécropole. Les tombes des individus 112EG et 70EG se trouvent

dans les secteurs B et C respectivement.

L'allele TAT-C, définissant I'haplogroupe N3, est observé a de tres hautes fréquences chez les
Yakoutes [Zerjal et al., 1997 ; Pakendorf et al., 2002 ; Karafet et al., 1999 ; Lell et al., 2002].
L'haplogroupe Q, défini par l'allele M242-T, est observé sur tous les chromosomes Y
amérindiens ne portant pas la mutation au locus RPS4Y [Seielstad et al., 2003]. De méme, il
est observe a des fréquences non négligeables dans les populations de Sibérie et d'Asie
centrale [Underhill et al., 2000 ; Tambets et al., 2004]. La mutation M242c_,1) est fréequente
dans les populations Eurasiennes. Etant apparue aprés les mutations M45 et M74 mais
antérieurement a la mutation M3, elle est antérieure a la premiere migration vers I'Amérique.
Elle serait originaire d'Asie centrale et aurait migré par la région Altai / Baikal de I'Eurasie du
Nord vers I'Amérique. La mutation RPS4Y711c-), définissant I'haplogroupe C, est restreinte
a I'Asie de I'Est et a 'Amérique [Bergen et al., 1998 ; 1999 ; Lell et al., 2002].

Parmi les individus masculins de cette nécropole seuls 2 appartiennent a I'haplogroupe N3
(TATt.c), l'un étant exhumé du secteur A (19EG) et l'autre, dont I'haplogroupe a été
déterminé lors d'une autre étude, du centre du secteur B (tombe 69, figure 31) [Keyser-
Tracqui et al., 2004]. Ainsi, dans cette nécropole, la présence de cet haplogroupe est
antérieure a celle des 2 autres haplogroupes qui ont été retrouvés dans les secteurs plus récents
du site. Le spécimen 70EG (secteur C), a été exhumé d'un regroupement de tombes
d'individus génétiquement liés. Ces individus présentent le méme haplotype Y et certains
partagent la méme séquence d’ADNmt. Ces lignées uniparentales ont été retrouvées chez des
individus Turques. L'appartenance de l'individu 70EG a I'haplogroupe C, confirme et précise
les contacts suggérés entre les populations d'Europe et d'Asie, antérieurs au développement de
la culture Xiongnu. Malheureusement, dans le cadre de I'étude d'échantillons anciens, ou la
quantité de matrice disponible est tres limitée, il n'est pas toujours possible de mettre en
ceuvre toutes les analyses. Le faible nombre d'échantillons analysés par ces marqueurs ne
permet pas de conclusions certaines. Cependant, ils démontrent I'nétérogénéité de la tribu
Xiongnu, suggérée par les résultats de I'analyse de marqueurs STR. Cette diversité présente
un lien avec I'expansion temporelle de la nécropole. Au vu du poids de I'information que peut
apporter I'approche SNP, il sera intéressant de I'exploiter lors de I'étude d'autres populations

anciennes.
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V. Conclusions
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Les polymorphismes ponctuels de séquence constituent le type de variation le plus répandu du
génome humain. Leur étude a des fins d'identification génétique et de filiation dans les
domaines de la médecine légale et de I'anthropologie moléculaire, souffrant tous deux de
limitations communes, présente donc un réel intérét. En effet, les SNP autosomaux
permettent, a I'image des STR autosomaux, d'atteindre un haut pouvoir discriminant mais,
comme I'ADNmt, a partir d'échantillons dégradés par I'analyse de fragments d'’ADN courts.
L'objectif du travail présenté était la sélection et la validation d'un lot de marqueurs SNP pour
I'identification et la filiation génétique humaines et le développement d'une méthode basée sur
la PCR permettant une analyse sensible, rapide, peu codteuse et applicable a une grande
variété d'échantillons. La définition de cet ensemble de marqueurs est un travail original
dépassant ceux décrits dans la littérature tant d'un point de vue quantitatif menant a un
pouvoir de discrimination élevé que d'un point de vue qualitatif en ne considérant que des
marqueurs non codants. En effet, la Iégislation francaise en vigueur exclut les régions
codantes de I'ADN des études d'identification genétique. Les marqueurs sélectionnés lors de
ce travail sont bialléliques, phénotypiquement neutres et de fréquences alléliques comprises
entre 0,2 et 0,8.

Nous avons choisi d'étudier ces marqueurs par amplification simultanée des fragments les
contenant, suivie de I'extension alléle spécifique d'amorce dont les produits sont détectés par
spectrométrie de masse MALDI-TOF. Cette approche est directe, trés sensible, trés rapide et
permet I'analyse simultanée d'un grand nombre de molécules.

Le génotypage de ces marqueurs sur un échantillon de la population francaise a permis de
fournir des informations sur leur distribution allélique, de valider I'ensemble des SNP
sélectionnés comme outil pour la filiation et I'identification génétique et de développer une
méthode d'analyse fiable et rapide générant des résultats reproductibles.

En effet, selon nos résultats, ces marqueurs ne présentent pas de désequilibre de liaison et
permettent d'atteindre des pouvoirs de discrimination semblables a ceux obtenus par analyse
de marqueurs STR dans le cadre de filiation et d'identification génétiques.

Bien que performante, la technique mise au point au cours de ce travail de thése doit faire
I'objet d'améliorations. D'apreés les résultats obtenus, le lot de marqueurs sélectionnés convient
aux applications de [lidentification génétique, puisqu'il permet d'atteindre le pouvoir
discriminant des kits STR utilisés dans le cadre d'identité ou de filiation. La poursuite de ce
travail consistera, d'une part, a compléter les données obtenues en augmentant
considérablement la taille de I'échantillon étudié puis en élargissant les investigations a

d'autres populations. D'autre part, elle s'articulera autour des améliorations techniques de la
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méthode. En effet, il s'avere indispensable d'augmenter le degré de multiplexage des réactions
d'amplification et de discrimination allélique. Une autre alternative consisterait en une
discrimination allélique sensible et permettant une amplification du produit suffisante a sa
détection, sans passer par I'étape de préamplification. La résolution de la spectrométrie de
masse MALDI-TOF permettrait la détection simultanée de plusieurs dizaines d'analytes si la
réaction de discrimination allélique engendre des produits couvrant un large éventail de tailles
et donc de masses.

Le caractéere biallélique des SNP et le pouvoir discriminatoire nécessaire a leur application
aux domaines de l'identification génétique, impliquent I'analyse simultanée d'un grand nombre
de ces marqueurs. Cette limitation est principalement due a la complexité de I'équilibre entre
la quantité d’ADN matrice et le nombre de marqueurs a analyser par le biais de la technique
PCR. De ce fait, l'avantage de I'étude des SNP sur celle des STR, lorsqu'il s'agit des
marqueurs autosomaux, est manifeste lorsqu'il s'agit d'étudier les échantillons contenant de
I'’ADN dégrade dont le contenu en matrice n'est pas limitant. Par exemple, dans le cadre de
I'identification de victimes de catastrophes de masse, la dégradation du matériel génétique
favorise l'analyse de SNP, qui concerne des fragments courts, au détriment des marqueurs
STR. De méme, la combinaison d'un profil partiel sur des marqueurs STR avec le résultat de
I'investigation de marqueurs SNP permettrait de repousser la limite d'informativité de I'ADN
dégradé et en tres faible nombre de copies. Ainsi, I'analyse des marqueurs bialléliques validés
dans ce travail représente un outil complémentaire a l'investigation de microsatellites dans la

manifestation de la vérité.

Le travail, objet de ce mémoire de these, a éte réaliseé dans le cadre d'une convention CIFRE
(Convention Industrielle de Formation par la Recherche) dont I'objectif est d'allier recherches
en laboratoire et applications industrielles. La définition d'un protocole de routine permettra
pour des échantillons "modernes"”, d'introduire la technique d'identification basée sur les
marqueurs SNP au niveau de laboratoires d'identification génétique.

De plus, en ciblant les SNP adéquats, la méthode développée dans ce travail intéresse de
nombreux secteurs tels que la recherche biologique (et notamment la génomique
fonctionnelle), la recherche pharmaceutique, le génotypage, le diagnostic ou les contrdles
agro-alimentaires et industriels. Outre la criminalistique et la paléoanthropologie, ou la
guantité et la qualité de I'échantillon sont limitantes, la paléopathologie représente une

discipline pour laquelle I'analyse des SNP par MALDI-TOF semble prometteuse.
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Cette meéthodologie touche différents marchés a forts potentiels économiques. Le
spectromeétre de masse MALDI-TOF peut étre couplé a un robot préparateur permettant de
traiter simultanément jusqu’a 384 analyses et I’acquisition du spectre ne dure que quelques
secondes par échantillon. Ces analyses rapides et massivement paralléles produisent de
nombreuses données, qui croissent exponentiellement. L exploitation des résultats au moyen
de programmes informatiques n’en est qu’a ses debuts. De nombreux développements sont en
cours au niveau des logiciels d’analyse et de représentation afin d’extraire de ces données le
maximum de sens biologique.

Le projet de génomique fonctionnelle devra permettre d’obtenir une connaissance plus fine de
la fonction de ces séquences d’ADN. La spectrométrie de masse MALDI-TOF constitue un
outil d'analyse fonctionnelle [Sauer et al., 2005] et de reséquencage [Fu et al., 1998 ; Krebs et
al., 2003 ; Stanssens et al., 2004], permettant d’étudier a grande échelle des séquences déja
connues. C’est donc I’outil adapté pour la communauté scientifique travaillant en génomique
pour éetablir des bases de données contenant des informations structurelles et fonctionnelles.
La spectrométrie de masse MALDI-TOF joue ainsi un grand role dans le décryptage des SNP.
Le potentiel de cette technique est important et la masse de données produite est énorme.

Le secteur de la pharmacogénomique étudie essentiellement I’expression des genes et sa
relation a I’efficacité d’un traitement médicamenteux. Il s’agit de déterminer la carte
personnalisée des SNP du patient. L’acces libre a la connaissance et a I’utilisation des SNP est
considéré comme primordial [Hoehe et al., 2003 ; Cashman et al., 2001 ; Lattard et al., 2003 ;
Drysdale et al., 2000 ; Kim et al., 2003 ; Tost et al., 2002].

Une autre application de I’analyse des polymorphismes et de la détection banalisée de ceux-ci
pourrait entrainer la commercialisation de systemes de diagnostic clinique déterminant les
prédispositions d’un patient a différentes maladies génétiques. Une fois le SNP ou le groupe
de SNP identifié comme marqueur associé a une maladie il peut étre utilisé pour le diagnostic
[Sauer, 2005].

Les applications du génotypage de SNP ne sont pas restreintes a I'Homme. Les mémes essais
sont utilisés chez les animaux et les plantes. Par exemple, chez les animaux de ferme, ils sont
utilisés pour la détermination de facteurs de risque génétique ou l'identification et la
tracabilité animale [Laegreid et al., 2002 ; Kim et al., 2003 ; Nonneman et al., 2003 ; Heaton
etal., 2001].

Enfin, les secteurs de la défense et de I’environnement envisagent aussi diverses applications
pour la détection rapide et a faible colt d’éléments organiques, notamment des agents

pathogenes dilués dans I’environnement [von Wintzingerode et al., 2002]. Les applications se
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trouvent alors dans la protection contre la guerre bactériologique et chimique, dans la
protection antiterroriste en milieu urbain, et dans la protection écologique.

Les SNP ont un avenir prometteur et la spectrométrie de masse MALDI-TOF présente un
partenaire économiquement intéressant dans leur détection et leur exploitation. Ce sujet ciblé
sur le domaine médicolégal ouvre vers de nombreuses applications dans les débats de sécurité

et santé publiques.
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Annexe 1 : Exemple de consentement éclairé signé par toute personne ayant accepté que son ADN

fasse partie des échantillons analyseés dans cette étude.

Institut

de médecine
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médecine sociale
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UNIVERSITE [l LOUIS PASTEUR
STRASBOURG

Professeur Bertrand Ludes

Directeur

Docteur Antoine Tracqui
MCU-PH

Docteur Jean-Sébastien Raul
MCU-PH

Docteur Annie Géraut
PH

Faculté de médecine
Laboratoire d’analyses
toxicologiques

11 rue Humann

F-67085 Strasbourg Cedex
Tél. : (33) 0390 24 33 63

Fax : (33) 03 90 24 33 62
Laboratoire : (33) 03 90 24 33 53
www-ulpmed.u-strasbg.fr
institut.iml@iml-ulp.u-strasbg.fr
Urgences médico-judiciaires
24h/24h

Tél. Centre 15

l CONSENTEMENT ECLAIRE

Je soussigné(e), accepte que soit effectué sur ma personne un préléevement
de cellules buccales par cytobrosse a des fins d'études statistiques sur les
fréquences alléliqgues de marqueurs génétiques situes dans des régions

non codantes du génome.

Jiai bien été informé(e) que I'objectif exclusif des ces études consiste en la
recherche de marqueurs génétiques pour l'identification. Il ne sera

procédé a aucune investigation sans recueil de mon consentement écrit.

Ces recherches seront pratiquées conformément a la législation en
vigueur et notamment en vertu de la loi n°® 94-653 du 29 juillet 1994 et
des articles 226-25 a 226-30 du Code Pénal et des articles 16-10 ) 16-12
di Code Civil.

Jatteste avoir parfaitement compris ces renseignements qui m'ont été

apportés de facon claire et intelligible.

Nom et Prénom

Date

Signature

183



Annexe 2 (1 sur 4) : Résumé des loci étudiés en tant que marqueurs pour l'identification génétique.

Le tableau comprend le numéro de la séquence de référence du SNP dans la base de données Single

Nucleotide Polymorphism database (dbSNP rs) du National Center for Biotechnology Information

(NCBI), le code allégeant la dénomination attribué au laboratoire (labcode), leurs position sur la

carte cytogénétique genétique (CytPos), leurs positions génomiques absolues, les alléles observés de

chaque polymorphisme, les fréquences alléliques moyennes (telles que disponibles en avril 2005 dans

la banque de données, f(alleles)) et les taux moyens d'hétérozygotie (Hmoy).

dbSNP rs

rs930548
rs991191
rs2013526
rs726427
rs1410996
rs586726
rs1019264
rs714855
rs1020636
rs1516898
rs222
rs223
rs967782
rs207908
rs958383
rs428311
rs227
rs228
rs1551995
rs909078
rs986909
rs229
rs1371896
rs936476
rs225
rs348495
rs17044
rs231
rs873924
rs763443
rs1365491
rs279536
rs1541735
rs230
rs1037102

Labcode

SPO1
SP02
0Or05
SPO3
SP04
SP05
Orll
SP06
0r09
SPO7
wi1121
WI11960
SP08
SP09
SP10
SP11
WIi1341
WI1837
SP12
SP13
SP14
WI562
SP15
SP16
WI1327
SP17
WI11888
WI1945
SP18
SP19
SP20
SP21
SP22
WI1803
SP23

CytPos
1p13,2
1p31,3
1924,1
1925,3
1931,3
1043
2pl6,1
2p22,1
2p22,3
2p24,2
2g11,2
2021,2
2023,3
2035
3p13
3p24,1
3p26,1
3p26,1
3p26,3
3913,33
3021,2
3022,3
3026,1
3026,31
3029
4p13
4p13
4pl16,1
4pl6,3
4022,1
4023
4026
4931,21
4934,1
5p13,3

Position génomique

chrl : 112219606
chrl : 62233326
chrl : 163631465
chrl : 181397250
chrl : 193428590
chrl : 232961831
chr2 : 59924453
chr2 : 39680134
chr2 : 33097912
chr2 : 18433537
chr2 : 98606390
chr2 : 133206388
chr2 : 153587047
chr2 : 216841453
chr3 : 74019454
chr3: 27956513
chr3 : 7881607
chr3 : 5575129
chr3 : 1375096
chr3 : 121846997
chr3: 125766591
chr3: 139125169
chr3 : 167477381
chr3: 176327242
chr3 : 196059587
chr4 : 45025370
chrd : 41923407
chr4 : 9882117
chrd : 4440150
chrd : 91177139
chrd : 101104432
chrd : 116245328
chrd : 142203879
chrd : 173271203
chrb : 33845060

Alléles

G/C
AlG
CIT
C/A
C/T
T/C
CIT
G/C
T/C
AlIT
T/C
AlIT
AlG
AlIT
G/A
AlT
G/A
C/T
C/T
T/A
AlG
T/C
T/C
G/A
C/G
T/C
AlG
G/C
G/A
CIT
G/A
C/IT
AlG
G/A
C/A

f(alleles) (NCBI)

0,544 /0,456
0,562 /0,438
0,531/0,469
0,550/ 0,450
0,662 /0,338
0,552 /0,448
0,563/0,437
0,553/0,447
0,577/0,423
0,709/0,291
0,758/0,242
0,573 /0,427
0,640/ 0,360
0,551/0,449
0,564 /0,436
0,610/ 0,390
0,676 /0,324
0,743 /0,257
0,602 /0,398
0,591 /0,409
0,620/ 0,380
0,786 /0,214
0,562 /0,438
0,547 /0,453
0,580/0,420
0,619/0,381
0,767 /0,233
0,649/0,351
0,541/0,459
0,579/0,421
0,671/0,329
0,579/0,421
0,654 /0,346
0,549 /0,451
0,552 /0,448

Hmoy (NCBI)
0,496 +/- 0,044
0,492 +/- 0,062
0,498 +/- 0,031
0,495 +/- 0,050
0,448 +/- 0,153
0,495 +/- 0,052
0,492 +/- 0,063
0,494 +/- 0,053
0,488 +/- 0,076
0,412 +/- 0,190
0,367 +/- 0,221
0,489 +/- 0,072
0,461 +/- 0,134
0,495 +/- 0,051
0,492 +/- 0,063
0,476 +/- 0,107
0,438 +/- 0,165
0,382 +/- 0,212
0,479 +/- 0,100
0,483 +/- 0,090
0,471 +/- 0,117
0,337 +/- 0,234
0,492 +/- 0,062
0,496 +/- 0,046
0,487 +/- 0,079
0,472 +/- 0,116
0,358 +/- 0,226
0,456 +/- 0,142
0,497 +/- 0,041
0,488 +/- 0,078
0,442 +/- 0,160
0,488 +/- 0,078
0,453 +/- 0,146
0,495 +/- 0,049
0,495 +/- 0,051

184



Annexe 2 (2 sur 4) : Résumé des loci étudiés en tant que marqueurs pour l'identification génétique.

dbSNP rs
rs1394641
rs428538
rs724784
rs1371370
rs889012
rs3792774
rs878953
rs2242209
rs614570
rs833069
rs910170
rs1075665
rs713053
rs1578260
rs997556
rs953572
rs1072292
rs721015
rs2260
rs234
rs1468656
rs725
rs875588
rs1002058
rs1116085
rs734701
rs1371766
rs919023
rs1507079
rs235
rs892503
rs874746
rs1034043
rs946054
rs240
rs237
rs878680
rs943623
rs936250
rs927099
rs997750
rs241

Labcode
SP24
SP25

AB1D
SP26
ABI1C
AB1B
SP27
AB1A
AB1lI
SP28
AB1H
Or24
SP29
SP30
0Or29
SP31
Or28
SP32

WI1126

WI1732
SP33

WI1681
SP34
SP35
SP36
0r32
SP37
Or31
SP38

WI1305
0Or33
SP39
SP40
SP41

WI12032

WI11306
SP42
SP43
SP44
SP45
0Or36

WI11349

CytPos
5p15,31
5021,2
5021,3
5q23,2
5031,1
5933,1
5034
5935,3
6p12,2
6p21,1
6p21,2
6915
6026
6927
7p12,1
7p12,3
7p21,1
7921,2
7921,3
7022,3
7931,32
7934
7936,1
7036,3
8p21,3
8p23,1
8p23,3
8g12,1
8912,1
8021,12
8022,3
8924,3
9921,33
9031,1
9931,3
9933,1
9933,3
9034,2
9934,3
10p11,22
10p12,1
10922,3

Position génomique

chrb
chr5:
chr5:
chr5:
chr5:
chrs:
chr5:
chr5:
chré
chré
chr6
chré6 :
chr6 :
chr6 :
chr7 :
chr7
chr7:
chr7:
chr7:
chr7:
chr7:
chr7:
chr7:
chr7:
chr8 :
chr8
chr8
chr8 :
chr8 :
chr8:
chr8:
chr8 :
chr9 :
chr9:
chr9 :
chr9:
chr9:
chr9 :
chr9 :
chrl0
chrl0
chrl0

: 8560134
104053606
109081234
124654291
135582615
150483570
163859070
179982224

152427210
: 43850557
: 39140393

88423321
162541674
164671460

51738954

1 47785601

15291850
91569907
96009108
105155086
122969456
140350113
150606478
157065310
22450865
1 6375655
: 1989945
57724593
59270104
78713968
103619190
140722490
85114701
100123570
109558585
119503239
124166231
133296925
138247513
: 33565842
1 27959937
1 78114462

Alléles
Al/G
C/T
A/C
T/C
C/A
AlG
G/A
T/C
C/T
A/G
C/T
T/C
G/A
G/A
T/C
T/C
T/C
T/C
T/C
C/T
C/G
AlG
T/C
G/A
T/C
T/C
GIT
T/C
A/G
C/T
C/T
A/C
G/A
T/G
C/G
AlG
C/IT
C/A
G/C
G/A
CIT
A/C

f(alleles) (NCBI)

0,661 /0,339
0,698 /0,302
0,592 /0,408
0,620/ 0,380
0,54 /0,46
0,550/ 0,450
0,568 /0,432
0,556 / 0,444
0,574/ 0,426
0,526 /0,474
0,592/ 0,408
0,599/0,401
0,649/0,351
0,507 /0,493
0,627 /0,373
0,575/0,425
0,543 /0,457
0,547 /0,453
0,585/0,415
0,523/0,477
0,526/ 0,474
0,662 /0,338
0,514 /0,486
0,691/0,309
0,510/0,490
0,656 /0,344
0,584 /0,416
0,624 /0,376
0,537 /0,463
0,543 /0,457
0,617 /0,383
0,605 /0,395
0,617 /0,383
0,582/0,418
0,599/0,401
0,703/0,297
0,697 /0,303
0,512/0,488
0,634 /0,366
0,644 /0,356
0,500/ 0,500
0,540/ 0,460

Hmoy (NCBI)
0,448 +/- 0,152
0,422 +/- 0,181
0,483 +/- 0,090
0,471 +/- 0,116
0,497 +/- 0,039
0,495 +/- 0,050
0,491 +/- 0,067
0,494 +/- 0,055
0,489 +/- 0,073
0,499 +/- 0,026
0,483 +/- 0,090
0,480 +/- 0,09
0,456 +/- 0,142
0,500 +/- 0,007
0,468 +/- 0,123
0,489 +/- 0,074
0,496 +/- 0,043
0,496 +/- 0,047
0,486 +/- 0,083
0,499 +/- 0,023
0,499 +/- 0,026
0,448 +/- 0,153
0,500 +/- 0,014
0,427 +/- 0,176
0,500 +/- 0,010
0,451 +/- 0,149
0,486 +/- 0,083
0,469 +/- 0,120
0,497 +/- 0,037
0,496 +/- 0,043
0,473 +/- 0,113
0,478 +/- 0,102
0,473 +/- 0,114
0,487 +/- 0,081
0,480 +/- 0,097
0,417 +/- 0,186
0,423 +/- 0,181
0,500 +/- 0,012
0,464 +/- 0,129
0,459 +/- 0,138
0,5 +/- 0,000
0,497 +/- 0,040
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Annexe 2 (3 sur 4) : Résumé des loci étudiés en tant que marqueurs pour l'identification génétique.

dbSNP rs
rs766398
rs243
rs1377006
rs740600
rs1316543
rs363225
rs729999
rs728639
rs451041
rs2301698
rs86392
rs544021
rs586459
rs882937
rs693172
rs1021290
rs1013582
rs1793286
rs959566
rs1485421
rs956864
rs2123
rs958644
rs811
rs4502027
rs730013
rs1025256
rs730249
rs1924609
rs1010297
rs719223
rs1336659
rs729549
rs911621
rs757655
rs734656
rs765034
rs999842
rs780
rs588739
rs877228
rs767453

Labcode
SP46
WI12054
SP48
SP49
SP50
SP51
0Or39
SP52
AB2R
AB2B
SP53
AB2Q
SP54
AB1IM
SP55
Or41
SP56
AB2J
Or43
SP57
SP58
WI1563
SP59
WI1597
Wi1731
Or44
SP60
Or45
AB2H
SP61
SP62
SP63
Or48
Or49
SP64
0r50
SP65
Or51
wi1147
SP66
0Or53
SP67

CytPos
10023,32
10g24,1
10¢25,1
10g25,3
10026,11
10026,11
11p15,1
11p15,1
11p15,4
11p15,5
11p15,5
11913,2
11913,3
1121
11921
11922,3
11923,3
11925
12p11,22
12p11,22
12913,12
12g914,1
12g15
12021,33
12922
12¢23,2
12g24,21
13g13,3
13g14,3
13021,33
13g31,3
13033,1
13033,3
14g22,2
14q24,2
14931,3
14932,2
15g11,2
1512
15¢15,1
15¢22,2
1523

Position génomique

chrl0:
chrl0:
chrl0:
chrl0:
chrl0:
chrl0:
chrll :
chrll:
chrll
chrll
chrll
chrll:
chrll :
chrll :
chrll:
chrll:
chrll:
chrll:
chrl2:
chrl2 :
chrl2:
chrl2:
chrl2 :
chrl2 :
chrl2:
chrl2:
chrl2:
chrl3:
chrl3:
chrl3:
chrl3:

93864089
98230372
106882129
118641872
121194650
119014492
19934294
17905113
3017301
12394001
: 2683761
66072237
69170555
93548520
95276266
103347752
114740307
132084148
30160004
30275862
48576290
61333877
69383756
89278405
91477210
100652449
113067877
38999740
51410519
70637202
93532937

chr13: 101750260
chr13:108213189

chrl4 :
chrl4 :
chrl4 :
chrls .
chrl5:
chrl5:
chrl5:
chrl5:
chrl5:

54195466
72174748
83737776
97285394
20551713
23246132
38172380
58863883
66873370

Alléles
A/G
T/C
A/C
G/A
G/A
C/IT
CIT
AlG
G/A
GIT
T/C
C/G
G/C
AlG
C/IT
T/C
AlT
AlT
T/C
C/T
T/C
AlG
C/A
AlG
AlG
T/C
AlG
CIT
CIT
C/T
G/A
AlG
C/T
CIT
AlG
T/C
AlG
CIT
G/A
G/C
CIT
AlT

f(alleles) (NCBI)

0,565 /0,435
0,539/0,461
0,539/0,461
0,642 /0,358
0,771/0,229
0,569/0,431
0,585/0,415
0,635/0,365
0,604 /0,396
0,564 /0,436
0,537/0,463
0,541 /0,459
0,545/ 0,455
0,502 /0,498
0,607 /0,393
0,599 /0,401
0,559/0,441
0,563/0,437
0,683/0,317
0,697 /0,303
0,635/0,365
0,33/0,67
0,642 /0,358
0,750/ 0,250
0,88/0,12
0,562 /0,438
0,566 /0,434
0,558 /0,442
0,513/0,487
0,700/ 0,300
0,787/0,213
0,576 /0,424
0,580/0,420
0,516 /0,484
0,737/0,263
0,669 /0,331
0,557 /0,443
0,642 /0,358
0,775/0,225
0,526 /0,474
0,549 /0,451
0,508 /0,492

Hmoy (NCBI)
0,492 +/- 0,064
0,497 +/- 0,039
0,497 +/- 0,039
0,459 +/- 0,137
0,353 +/- 0,228
0,490 +/- 0,069
0,486 +/- 0,083
0,463 +/- 0,130
0,479 +/- 0,101
0,492 +/- 0,064
0,497 +/- 0,037
0,497 +/- 0,041
0,496 +/- 0,045
0,500 +/- 0,002
0,477 +/- 0,104
0,481 +/- 0,097
0,493 +/- 0,059
0,492 +/- 0,063
0,433 +/- 0,170
0,423 +/- 0,181
0,463 +/- 0,130
0,438 +/- 0,115
0,460 +/- 0,136
0,375 +/- 0,217
0,265 +/- 0,244
0,492 +/- 0,061
0,491 +/- 0,065
0,493 +/- 0,057
0,500 +/- 0,013
0,420 +/- 0,183
0,336 +/- 0,235
0,488 +/- 0,075
0,487 +/- 0,079
0,499 +/- 0,016
0,387 +/- 0,209
0,443 +/- 0,159
0,493 +/- 0,057
0,460 +/- 0,136
0,349 +/- 0,230
0,499 +/- 0,026
0,495 +/- 0,049
0,500 +/- 0,008
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Annexe 2 (4 sur 4) : Résumé des loci étudiés en tant que marqueurs pour l'identification génétique.

dbSNP rs
rs1550436
rs893613
rs765287
rs1519976
rs231026
rs887260
rs2073867
rs727206
rs1367957
rs903107
rs878906
rs820129
rs868432
rs965593
rs339942
rs276922
rs1565784
rs948438
rs1144098
rs768058
rs1000329
rs1465701
rs312926
rs238417
rs392891
rs2290775
rs1674139
rs1003204
rs1321158
rs1476718
rs754
rs964224
rs762173
rs1543754
rs474656
rs228047
rs696880
rs1540299
rs738518
rs737612

Labcode
SP68
SP69
SP70
SP71
SP72
SP73

AB2D
Or54
SP74

AB2N

AB20

AB2P
Or57
SP75
SP76

AB2T
SP77
SP78
SP79
SP80
Or6l
SP81
SP82
SP83
SP84

AB2C
AB2I
0r62
SP85
SP86

WI1325
SP87
SP88
SP89
SP90

AB1T
SP91
AB2G
0r68
SP92

CytPos
15g24,1
15¢26,1
16p13,2
16g24,1
17p12
17p13,1
17911,2
17912
17912
17g25,1
17g25,1
17¢g25,1
17¢25,3
18g11,2
18g11,2
18g12,1
18g12,1
18q12,2
18¢21,1
18021,33
19p13,11
19p13,2
19p13,3
19913,32
19913,32
19913,33
19913,33
20p11,21
20p12,1
20q13,2
20q13,33
21g21,3
21g22,11
21g22,13
21g22,2
21g22,3
22q11,21
22q12,3
22q12,3
22q13,2

Position génomique

chrl5:
chrl5:
chrl6 :
chrl6 :
chrl7:
chrl?7 :
chrl? :
chrl7
chrl7:
chrl7 :
chrl7:
chrl?:
chrl7
chrl8:
chrl8:
chrls8:
chrl8:
chrl8
chrl8
chrl8:
chrl9:
chrl9:
chrl9:
chrl9:
chrl9
chrl9
chrl9
chr20
chr20:
chr20
chr20
chr2l:
chr2l
chr2l
chr21
chr21
chr22 .
chr22
chr22
chr22 :

72008210
88196981
9783883
84503176
15097654
9812713
23703087

1 28942222

29822312
68573529
70280929
71179702

1 76492330

20539763
20540488
26858793
29612489

: 33105936
- 48380783

59107756
16310517
10539842
3226315
50548308

: 53326131
: 55067054
: 54963314
: 23478035

12582137

: 51961640
: 58102499

27545948

1 32754546
: 38015977
: 39907990
: 42825058

18609754

: 32232518
: 35444300

41971914

Alléles
T/C
C/A
C/IT
A/C
C/A
T/C
G/C
CIT
AlG
AlG
AlG
AlG
CIT
G/A
C/T
A/C
GIT
AlG
A/G
A/G
T/C
G/A
G/A
G/C
AlT
CIT
C/T
CIT
A/G
G/C
AlG
T/G
A/G
C/G
G/C
C/T
AlG
AlG
T/C
AlG

f(alleles) (NCBI)

0,564 /0,436
0,570/0,430
0,612/0,388
0,599/0,401
0,580/0,420
0,503/0,497
0,621/0,379
0,536 /0,464
0,519/0,481
0,622 /0,378
0,571/0,429
0,511/0,489
0,569/0,431
0,659 /0,341
0,569/0,431
0,572/0,428
0,619/0,381
0,552 /0,448
0,590/0,410
0,475/0,525
0,683/0,317
0,562 /0,438
0,531/0,469
0,619/0,381
0,541 /0,459
0,625/0,375
0,552 /0,448
0,549 /0,451
0,637/0,363
0,573/0,427
0,767 /0,233
0,576 /0,424
0,619/0,381
0,540/ 0,460
0,523/0,477
0,753/0,247
0,621/0,379
0,500/ 0,500
0,783/0,217
0,648 /0,352

Hmoy (NCBI)
0,492 +/- 0,064
0,490 +/- 0,069
0,475 +/- 0,109
0,480 +/- 0,097
0,487 +/- 0,079
0,500 +/- 0,003
0,471 +/- 0,117
0,497 +/- 0,036
0,499 +/- 0,019
0,470 +/- 0,118
0,490 +/- 0,070
0,500 +/- 0,011
0,490 +/- 0,069
0,449 +/- 0,151
0,490 +/- 0,068
0,490 +/- 0,072
0,472 +/- 0,115
0,494 +/- 0,052
0,484 +/- 0,088
0,314 +/- 0,242
0,433 +/- 0,171
0,492 +/- 0,062
0,498 +/- 0,031
0,472 +/- 0,115
0,497 +/- 0,041
0,469 +/- 0,121
0,495 +/- 0,052
0,495 +/- 0,049
0,463 +/- 0,131
0,489 +/- 0,072
0,356 +/- 0,143
0,489 +/- 0,075
0,472 +/- 0,116
0,497 +/- 0,040
0,499 +/- 0,023
0,371 +/- 0,219
0,471 +/- 0,118
0,500 +/- 0,000
0,339 +/- 0,233
0,456 +/- 0,141
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Annexe 3 (1 sur 4) : Récapitulatif des amorces utilisées pour I'étude des loci sélectionnés en tant que

marqueurs pour l'identification génétique et la taille des fragments en paires de bases (pb) qu'elles

permettent d'amplifier. Les séquences sont décrites de leur extrémité 5° vers leur extrémité 3'. Les

amorces sont nommeées selon le code de laboratoire du SNP contenu dans le fragment qu’elles

permettent d’amplifier et leur sens d’hybridation (s pour sens et as pour antisens).

>AB1C-s
>AB1C-as
>AB1D-s
>AB1D-as
>AB1H-s
>AB1H-as
>AB1M-s
>AB1M-as
>AB1T-s
>AB1T-as
>AB2H-s
>AB2H-as
>AB2I-s
>AB2l-as
>AB2J-s
>AB2J-as
>AB2P-s
>AB2P-as
>AB2Q-s
>AB2Q-as
>AB2T-s
>AB2T-as
>AmelSD-s

>AmelSD-as

GTA
TCA
CTT
AGT
ToT
TAA
cTG
TTA
Tec
ccT
TeC
ACC
GGA
AGC
GAG
ATG
GCA
T66
GAT
6ee
AGT

AAT
CAT

CCA

CccC
TCT
TCT
ccT
GAG
GTT
T66
766
TCA
TCT
TTC
Tac
AGA
CAT
AAG
GaT

ACT

GAC
GTG
GAC

CAG
GGG

CTG

AGA
GAG
ccT
Tec
oCT
cce
GGA
AAG
GAA
ccT
cec
cTG
oTT
Tec
AGA
CAC
6TG

TCC

AGG

TGG

GGA

CAC
l..
CAT
l..
TAA
l..
ATG

AGC
G
%
Rt
i
i
G
G
"
i
7
G
&
i
G
&
i
ok
o
%
o

ATG
GCT

GGT

CCA
AAC
TAG

CccC

GGC

T66
cTG
TCG
ACG
TTG
AAC
TCA
T
TCT
cec
AGG
ATT

CTG
GC

GAT

AAC C

3 FUETTRPRRET |
AAA GG

100 pb

70 pb

79 pb

103 pb

114 pb

80 pb

64 pb

91 pb

100 pb

109 pb

99 pb

95 pb
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Annexe 3 (2 sur 4) : Récapitulatif des amorces et la taille des fragments qu'elles permettent d'amplifier

CTA CAA GTT CAA ATA TAC TAA AC

>0r05-s

__________ e I_'_'_ i _'!'_ Sz s _'_'_I e - 61 pb
TGT GAC ATA GAG CCA GAT TC

>0r05-as I | |
AGG CTG GTC TGG CAA TCT GG

>0r09-s | | |

""""" TGC ACG TGG AAC AGT GAA GTA CC~~~~~~ 9pb

>0r09-as | | |
CTG AAA GTA GAA CCA ATC AAG

>0rl1-s | I |

__________ e 86 pb
CCT GAA AAT GTA GCC TGG G

>Orll-as I | |
CAG AGT GGA GAG TCA CAA AAT GG

>0r29-s | | |

""""" GCT GCA CAA AAT GGA GGG AAT C - 79pb

>0r29-as I I |
GCT GCT GAG GAA GAG TGC

>0r33-s | I |

__________ ~cL o o b ottt L L N . 71 pb
GGT TGG GAT GGC ATT TGG

>0r33-as I | |
GAA TTT TGT GTA GGC AGC C

>0r36-s | | |

""""" AGA GGT AGA TAG AAT TGA ATA G~~~ 5Ipb

>0r36-as | I |

>Or5d-s GAT GGC AGT CIZAC CCT CAG | |

__________ e 74 pb
GTC TAT TTC CTA ACA CCT CTG

>0r54-as | | |
GTG TGT TGT CCA ACC TTC C

>0r62-s | | |

__________ e . 82 pb
TGT CCC TGT GTG TAG TGG

>0r62-as | I I
ATG CCG CTG TGA GAC AAA G

>0r68-s

__________ e I_'_'_ i _'!'_ St -z _'_'_I e - 68 pb
TGT CAT TCA GAG AAG GAA GC

>0r68-as | | |

>SP02-s ATA TCT TAA ';'GC TTC ACT T?G |

-------------------- g il E R K T A1)
TTA ATC CAT ACC AGA GTG CG

>SP02-as I I I

>SP12-5 CTT GAC TCT ATT CTG ACC G

___________________ PESPYTRPPTIDY PP RTY I
CTA GAG CAT AAG TGA CCA C

>SP12-as | | |
GGA AGC CTT CTC AGG TGA AGT TAG G

>SP19-s | | |

""""" GAA CAG GGG AAT TCA AAG AGA CC - 7ipb

>SP19-as | | |

>SP21-s TTG GCT GTC AGA GGG ATT G

___________________ ETSTTRPPRIDY PP ITY I
TTT GAA TCA TTT TTG GAA CTG

>SP21-as | | |
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Annexe 3 (3 sur 4) : Récapitulatif des amorces et la taille des fragments qu'elles permettent d'amplifier

>SP26-s AAG AGA AGC /;\GC GGA AAA CI

__________ et BN S e e G . e e e 0 89 pb
TTC ATT CAA GGA TAG ATC AC

>SP26-as I |

>SP28-s GTC AAG TGG ?GT TTT CTC CI

__________ S A il i e e et 120 pb
ATT TGT GGG AAC TGT GAC C

>SP28-as I I

>SP29-s ACA TCC ACT /;\CC ATC GCC GI

__________ S S il e A S 147 pb
ATT ACA GAT TAG CCC ACA C

>SP29-as | |

>SP39-s ATG GAG AGG ,:\TA GTG AAC CI

__________ et B S e . e e . 99 pb
AGG ACC AAA TGA GAT GAC C

>SP39-as | |

>SPAd-s GGC TGT CAT (IIAG TGA GGA G';'G G

""""" CAG GGT ACA AGT GGG TCA GAG G~~~ 98pb

>SP44-as | |

>SP56-s AGT CCA GGT CliTT TCC ATT GI

__________ et BN SN el e S G e e . 98 pb
CTC TCC TAT CCA TTT TCC AC

>SP56-as | |

>SPBA-s TGG TTG GAT (ISCT CCT GAG |

__________ gt BB S e e e . e e . 122 pb
CAA CAG TGT GTG AAG GTC

>SP64-as | |

>SPG7-s GCT CCT TCT ';'TT TCT AGT A(IZ

__________ R N e A g S0 80 pb
GCC AGT TCT CTC GGA CTC

>SP67-as | |

>SP78-s ACA TGA GCC CIIAG GCA GTG GI

""""" AAA ACC CAG AGG CTG GAA AGG 9

>SP78-as | I

>SP80-s GCG GGT TCA ?AG CAT AGC |

__________ S P e S G K NP S0 120 pb
CTT CCT TTT CCT TTA TCC AGC

>SP80-as I |

>SP87-s TTT CCT CCT CIIAC TCA TCC CI

""""" TTC CAT GTC TGT ACT ATA AAC ~~~~— 72pb

>SP87-as | |

>SP92-s AAT AAT GCC (IZCC TTA AAA T?C

__________ S S i e A S0 96 pb
TCT CAT GGT CCT TCA GCA C

>SP92-as I I

SWI1121-s TGT AAC ATT ?GA CCT CTC A?

__________ S A s i e et 86 pb

SWI1121-as TAC AAA ATG ,:\AG CCA GAG CI
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Annexe 3 (4 sur 4) : Récapitulatif des amorces et la taille des fragments qu'elles permettent d'amplifier

SWI1126-s TGA AAT TTG TTA AAA TGC AAA TCC A

e LT D _I_'_'_'_'_'_'_'_'_ :I_'_ e S _'_'I_ ______ 114pb
TGC AGC TCA TCC CTA CTC ATT TG

>WI1126-as | | |

SWI1305-5 CAC TGC TTT CAA TAA CTC ACT CC

et _I_'_'_'_'_'_'_'_'_ :I_'_ e S _'_'I_ ______ 115pb
AAT GGT AGG CAG GGC TGT TAT G

>WI11305-as I | |

SWI1306-s GAT GGC TTT TCA GTC TGT G

I T TR AL RS 94

>W11306-as I I |

SWI1327-s GGA GCT GAG ,:\GT CTG TGA A(IBT TGG :

"7 GAT GGA ACC ATT GCC TCT TCA G 98 pb

>WI11327-as | | |

SWI1341-s ATC CAC TAT (IZTT CTC TCA A(i3 :

R R R BN R A R R 89pb

SWI1341-as AAA ATA AAC ,:\GA TCC ATC A? :

SWI1349-s GGA TAG TGC TGA ATT TCC ATC TCT G

e _I_'_'_'_'_'_'_'_'_ ll_'_ i _'_'I_ ______ 150pb
TGG TAG GTG GCA GGA TTC AGT G

>WI11349-as I | |

SWI1732- AAA GGG GAC ,:\TA TTC AAG G?G TGT C :

""" TG ATG CAC CCA TCA CTC ACA G~~~ 90 pb

>WI1732-as I I |

SWI1803-s AAT AAT AGT (IBTT GGA GAT A?G :

e glpb

SWI1803-as AAG TGT GAT ?CT CTA CCC : :

SWI2032-5 GAC TTT CAC ,:\GA TCA TTG GI :

R R R, Bl R A B R 85pb

SW12032-a5 ATG TTG TCC (I3AT CAA ATG CI :

SWI2054-5 GGA CAA GAC AGG TGA CC

T T T - o 130

>WI12054-as I | |

SWI563-s TAG AGG GTT TAA CAA TGG C

et _I_'_'_'_'_'_'_'_'_ :I_'_ e S _'_'I_ ______ 100pb
AGT AGG CAG TTA GGT AGA C

>WI1563-as | | |

SWI597-s TGT GAA AGG TGG AAG GTA AGG ATG

e, _I_'_'_'_'_'_'_'_'_ :I_'_ e S _'_'I_ ______ 128pb
TGA TGA GGT ACC AGA GTC ATG GAG

>WI1597-as I | |

SWI681-s TGC CTG GTA TGT CAT AAG CAA TCC

R ST TR SN TS TNE] DT B 116 pb
TGC TGC ATA TCT TAA AGG ACA TTC G

>WI1681-as | | |

191



Annexe 4 (1 sur 4) : Récapitulatif des séquences (des amorces, du polymorphisme et de 3 nucléotides

en 3' du SNP), masses molaires des amorces a I'état monoprotoné (Molecular Weight, MW™) et

températures de fusion des amorces PEX (Tm et Tmn) utilisées pour I'étude des 50 SNP autosomaux

sélectionnés en tant que marqueurs pour l'identification génétique et du marqueur permettant la

détermination de sexe.

Les séquences sont décrites de leur extrémité 5’ vers leur extrémité 3'. Le polymorphisme est indiqué

par le signe = et les alléles sont représentés par les lettres du code IUB.

*Température approximative de fusion : Tm = 2°C " (A+T) + 4°C ' (G+C)
**Tm normalisé selon la longueur : Tmn = 22°C + 1,46°C ((A+T) + 2(G+C))

Nom

Séquence (amorce PEX -SNP- séquence en 3")
>AB1C-sr

GC ATC AAA ACA AAG GCT CAA -K- ATG

SN CECTTRETTRETY BT s
>AB1D-sf

AT CTT AGC CTG TAC CTT TTA -M- ATC

SRR ERETTRETTRETY BT s
>AB1H-sr

TG AAC CAT TTC CTC CTG GAC -R- CAA

R R e
>AB1M-sr

AAC TAA TGG GCA CCC TTC -Y- GAT

SN CECTTRETTRETY BT s
>AB1T-sr

C GCA CCC CGC AGA CCT -R- TTG

SN ERETERETTRETY BT s
>AB2H-s

T CTA TTC AGC AGG CAC TTA -Y- GAA

R I I el
>AB2]-sr

G AGC TGA CTT GCC GCC -R- GGA

R R e
>AB2J-sf

GA AAT GAC AAC TGG TGA AAT -W- CCC

SN CECTTRETTRETY BT s i
>AB2P-sf

ATA AAG AAA GAA CCT GGA GAC -R- ACT

R I I el
>AB2Q-sr

MW" (Da)

6113,09

6034,00

6028,99

5444,62

4773,16

5763,83

4859,21

6199,14

6506,35

4859,21

Tm’

56 °C

54 °C

60 °C

54 °C

56 °C

54 °C

54 °C

54 °C

58 °C

54 °C

Tmn

69 °C

70 °C

66 °C

61 °C

51°C

66 °C

53°C

70 °C

72°C

53°C
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Annexe 4 (2 sur 4) : Séquences des amorces, du polymorphisme et de 3 nucléotides en 3' du SNP

Nom , , MW*(Da) Tm  Tmn
Séquence (amorce PEX -SNP- Séquence en 3")

>AB2T-sr
GA GAG AAC AAT TAA ACT CAC -K- GCA 6128,10 54 °C 70 °C

I e
>AmelSD-sr

C TGC AGG GTG TGA GTC -R- GGG 4954,28 52 °C 60 °C
e I e
>0r05-sf
AG TTC AAA TAT ACT AAA CTA TTC -Y- CTG 6990,67 56 °C 82 °C
e e
>0r09-sf

CA GGC AGG TGG TCA GGC -Y- ATG 5277,49 58 °C 54 °C
e I e
>0rl1-sf
T AGA ACC AAT CAA GGC TCC -Y- ACT 5766,84 56 °C 64 °C
e I e
>0r29-sr
A CAC TGG ATA ACC AAG GAC -R- TAA 5815,88 56 °C 64 °C
e e
>0r33-sf
GC AGC ATA CTC ATT CAC AGA -Y- GGT 6071,04 58 °C 67 °C
e I e
>0r36-sr

G TAG ATA GAA TTG AAT AGA AGT -R- AAG 687158 56 °C 63 °C
I e
>0r54-sr

C TGT TTT CTG TTA TAT TCT GCT -R- TTC 6664,39 58 °C 64 °C
e I e

>0r62-sr

GTG TAG TGG GAG CAC TGG -R- TAG 5636,72 58 °C 59 °C
o e e T
>0r68-sf

CCG CTG TGA GAC AAA GGG -Y- GAG 5574,70 58 °C 59 °C
T e e i T
>SP02-sr

GT TGT TAA TGA GGA TGA TGC -Y- GTC 6228,13 56 °C 69 °C
T I e T
>SP12-sf
AG GCT ACT CTT CTT CTT AGG -Y- ATT 6075,01 58 °C 67 °C
o e e T
>SP19-sr
AAG AGA CCT GTA GGA GCG -R- TTA 5598,72 56 °C 60 °C
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Annexe 4 (3 sur 4) : Séquences des amorces, du polymorphisme et de 3 nucléotides en 3' du SNP

Nom , , MW'(Da) Tm  Tmn
Séquence (amorce PEX -SNP- Séquence en 3")

>SP21-sf
ATT GTC AGT CTC AAA AGC ACA -Y- TTG 6399,26 58°C 72°C
T e e i T

>SP26-sr

GCA GGG GGA GTC CTT AAC -R- TTT 5565,68 58°C 59°C
ST PECTTRPPPEPTS BT b
>SpP28-sf
CAA ACC AGG GAA GGG AGG -R- GAG 5632,75 58°C 59°C
SR PECTTRPPPEPTS BT s h
>SP29-sf

CA ACA ACA GTG AAA AGG ATC -R- GTC 6153,12 56°C 69°C
- - e

>SP39-sf

GTG CCA GAC CGC TTC TTG -M- TGC 5467,61 58°C 59°C
T I e T
>SP44-sr

CTC CGT GTG TCT GTG TGC -S- CAG 5489,61 58°C 59°C
o e e T
>SP56-sr

CT CTC CTA TCC ATT TTC CAC -W- CTT 591491 58°C 67°C
T I e I
>SP64-sf
A ATT GAT GTT GGG CTC TGG -R- CAA 5890,89 56°C 64°C
T e e i T
>SP67-sr
CT TCT GTC CAC CTT TCC -W- TGT 5024,32 52°C 59°C
T I e T
>SP78-sr
T GAG AAT GTG GAC CTG AGG -Y- TGG 5933,93 58°C 63°C
o e e T
>SP80-sr
GC TGT TCA AAT TCC TCT CTC -Y- ATC 5994,96 58°C 67°C
T e e i T
>SP87-sf
AGT AGG CTT TTC ATC AAT TAG -K- TTT 6436,27 56 °C 73°C
T I e T
>SP92-sr
C AGG TAG GGT CAC AGT TTC -Y- GGG 584487 58°C 63°C

S B el B e
>WI11121-sr
A GAG GAG AGT AAA AAC AGC -R- TAG 592897 54°C 66°C

e e
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Annexe 4 (4 sur 4) : Séquences des amorces, du polymorphisme et de 3 nucléotides en 3' du SNP

Nom

Séquence (amorce PEX -SNP- Séquence en 3')

>WI11126-sr
CAA GAA ATA AAA
N PR
>\WI11305-sr

GTA

S BRI |
>WI11306-sr

S EREEERET TR
>WI11327-sr

C CCA
N TR

>WI11341-sr
A ACA
N PR
>WI11349-sf
C AGA

S EREETRETrarey
>WI1732-sr

5 T |
>W11803-sr

S EEEEPRPTTr |
>WI12032-sr

C AGA

S EEETTRPTTRrr |
>WI12054-sr

N TR
>WI1563-sr

T AGG
N TR
>WI1597-sr

G AGT
N PR
>WI1681-sr

CA AAT

GAC AAG TCC

-R-

AAA

MW" (Da)

6450,33

6298,17

5214,47

6769,49

5710,82

6833,59

5588,72

5426,59

5879,93

5028,33

5917,93

5908,92

6150,10

Tm

56 °C

56 °C

54 °C

66 °C

54 °C

54 °C

52 °C

54 °C

54 °C

54 °C

56 °C

56 °C

54 °C

Tmn

73°C

73°C

57 °C

70 °C

66 °C

79 °C

63 °C

61 °C

66 °C

53°C

64 °C

64 °C

70 °C
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ABSTRACT: DNA markers used for individual identification in forensic sciences are based
on repeat sequences in autosomal DNA. Filiations can also be achieved by the investigation
of haplotypic markers, the mitochondrial and Y-chromosomal DNA. When due to
degradation, the DNA lacks fragments of sufficient length to be investigated by the means of
microsatellites, single nucleotide polymorphisms (SNPs) may represent an alternative tool for
genetic identification.

In order to study the potential of SNP analysis in these fields, 50 autosomal SNPs were
selected on the basis conservation, lack of phenotypic expression and frequency of occurrence
in populations. Furthermore, a single base difference in the first intron of the amelogenin
genes carried by the sex chromosomes was selected for biological sex determination of the
sample. 75 unrelated French individuals and 24 paternity cases were investigated by
genotyping this panel of markers.

Our approach to SNP typing is a multiplex PCR based amplification followed by
simultaneous allelic discrimination by primer extension (PEX) whose products are analyzed
by Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-
TOF MS). PEX and MALDI-TOF MS, with their high sensitivity, precision and speed, gave a

powerful method for forensic and anthropological exploitation of biallelic markers.

KEYWORDS: forensic sciences, DNA typing, anthropology, single nucleotide

polymorphisms, paternity testing, individual identification, MALDI-TOF MS



Single nucleotide polymorphisms (SNPs) represent the most common type of variation in the
human genome and are usually biallelic (1). In the forensic field SNP typing is of great
interest particularly when degraded samples are all that is available for analysis. Indeed, these
markers require only short amplicons which increases the probability of obtaining a result
when the analyses of classical STRs fail. To be on par with the STR multiplexes routinely
used for genetic identifications, batteries of at least 50 SNPs must be typed (2). The plethora
of these markers through out the human genome (one per kilobase (3)), their low mutation
rate (in the range of 10 to 10 per generation (4, 5)) and their compatibility with high-
throughput automated analysis from short DNA fragments, make them attractive as a
complement to the existing forensic investigation methodologies.

Among the wide range of SNP typing technologies we chose the detection of Primer
EXtension (PEX) products by Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight
Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS). In this assay, allelic discrimination is achieved by
hybridization of PEX primers to the target PCR amplicon immediately upstream the SNP
position and its elongation by a single dideoxynucleotide or by both a deoxynucleotide and a
dideoxynucleotide according to the present allele (6, 7). In this way, the mass difference
between the extended primers, representing the different alleles, corresponds to at least one
nucleotide (about 300Da) which can easily and unambiguously be distinguished in a MALDI-
TOF MS linear mode and in a 4.5 to 8.5kDa mass range. MALDI-TOF MS SNP typing is
very rapid, sensitive and precise and allows simultaneous detection of a large number of
products (7).

In this context, we have selected a panel of 50 autosomal SNPs along with a single base
difference between the amelogenin sequences on the gonosomes as markers for individual
identification. Twenty eight of these markers have been evaluated in a previously published

study (6) and the goal of the present study was to select a panel whose discriminatory power



is on the par with the one of the currently used STR multiplexes. The informative content of
the panel regarding individual identification was investigated on a French Caucasian
representative population consisting of 75 unrelated individuals and 24 disputed paternity
trios among which 4 exclusions. The 51 amplicons (less than 150bp long) were obtained in 5
mutiplexed PCR reactions. Each PCR was optimized to yield 9 to 11 equilibrated fragments.
The products were split for allelic discrimination of 2 to 4 SNPs per PEX reaction allowing
the application of the same reaction conditions by the use of primers showing similar melting
temperatures and therefore similar sizes and masses. This combination provides a flexible
detection platform for measuring the molecular mass per charge of the analyte, an intrinsic

property obtained without mass tagging or product cleavage.

Materials and methods

The analysis of selected SNPs included the following major steps: PCR amplification of the
target SNP containing DNA fragment, which was to be shorter than 150bp; Double stranded
amplicon purification by Genopure™ ds magnetic bead assisted technology (Bruker
Daltonics); Allele specific primer extension (PEX); Single stranded product purification by
Genopure ™ oligo technology (Bruker Daltonics) and MALDI-TOF MS analysis.

DNA samples

Two types of matrices were used in this study. Either DNA was purified from blood samples
stored on FTA®-treated matrix (Whatman BioScience Ltd) or it was extracted from buccal
swabs using the MagneSil® KF Genomic System (Promega) on a KingFisher® mL instrument
(Thermo Labsystems). PCR was performed either on 1.2mm FTA® cardpunches after 3
washings with the manufacturer recommended FTA purification reagent, and 2 washings with
TE light buffer (10mM Tris-HCI pH 8 buffer and 0.1mM EDTA) or on 300pg DNA eluted in

TE light buffer.



SNP selection

For this study, the SNPs were chosen from freely available databases such as the SNP
consortium. They are non-coding, at least 4.5Mbp distant and have allelic frequencies ranging
between 0.2 and 0.8 in three distinct populations. Indeed, SNPs being biallelic, when single
contributor samples are investigated the maximum power of discrimination is acquired by the
combination of SNPs with an even allele distribution (9). However, in case of mixed DNA
stains the likelihood ratios maximize when frequencies are unbalanced (2).

Sequencing

A control group was built from 15 individuals to ensure the analysis of a heterozygous
individual at each SNP locus. Sequencing of each SNP of interest containing fragment was
carried out using the BigDye™ terminator cycle sequencing kit (Applied Biosystems)
according to the manufacturer's protocol. Each locus was sequenced twice with primers
complementary to both the forward and the reverse strands, once using the short amplicons
designed for the multiplexed reactions and once using amplicons yielded by primers binding
outside these final fragments.

PCR amplification

Primers (18 to 22-base oligonucleotides) were designed according to the DNA sequence
flanking the target SNP sites. Primers were designed so that the amplicons ranged in size from
50 to 150bp with the OLIGO-4.0-s software (http://www.oligo.net/). Each target DNA
fragment was tested in singleplex PCR and Big Dye Terminator'™ reactions (Applied
Biosystems) followed by capillary electrophoresis on an ABI 3100™ analyzer (Applied
Biosystems) with primers outside those for final PCR and PEX reactions (200 to 300bp
fragments). This allowed us to verify the polymorphism, its flanking sequences and the

primer hybridization region.


http://www.oligo.net/

Primers were designed to have melting temperatures ranging between 58 and 62°C. Nine to
eleven target fragments were amplified in a 30 pL reaction volume containing 1X Magnesium
free reaction buffer; 3mM MgCl,; 200uM each dNTP; 0.2-0.4uM each primer (adjusted to
obtain equilibrated amounts of each PCR product); 1 unit DNA Polymerase (MBI Fermentas).
All DNA amplifications were performed in a GeneAmp 9600 thermal cycler (Perkin-Elmer)
using the following program: denaturation for 15min at 95°C followed by 30 cycles (95°C-
30sec; 51°C-45sec; 72°C-30sec) and 5min at 72°C final elongation step. PCR products were
purified with magnetic bead DNA purification system Genopure™ ds (Bruker Daltonics)
according to the manufacturer’s recommendations and eluted in 10pL elution buffer.

Primer Extension

Primers for SNP detection were designed with the 3' base corresponding to the one upstream
the target SNP. The sequences of the primers were checked for the possibility of primer-dimer
and hairpin formation and investigated in self-extension reactions (negative controls). A total
of 2uL of purified PCR product were used for the PEX reaction. Ten pL PEX medium was
optimized for the extension of all target detection primers with 1X Magnesium free reaction
buffer C (Solis BioDyne®); 10mM MgCl,(Solis BioDyne®); 200puM appropriate dNTP and
ddNTPs; 0.5 - 1pM each detection primer; 1 unit ThermiPol DNA Polymerase (Solis
BioDyne®) in 35 cycles (95°C-10sec; 51°C —30sec; 72°C —30sec) and 2min at 72°C final
elongation step. Each PEX was designed to detect simultaneously 2 - 4 SNPs with no
interference from dNTPs and ddNTPs (Table 1). Each PEX medium contains 4 nucleotide
types and is named according to the dNTPs (for example the medium A contains dATP,
ddTTP, ddCTP and ddGTP). PEX products were desalted and purified with magnetic bead
DNA purification system Genopure™ oligo (Bruker Daltonics) according to the
manufacturers' recommendations and eluted in 6pL elution buffer.

MALDI-TOF MS



One pL eluted product was deposited on an Anchor-Chip™ (384-400pm) (Bruker Daltonics)
with 0.5uL 3-HPA matrix (3-hydroxy-picolinic acid 20g/L, di-ammonium-hydrogen-citrate
2g/L) according to the dried droplet method. The samples were analyzed on an Ultraflex™
(Bruker Daltonics) instrument in linear positive mode. Calibration was performed with
primers present in negative control samples. Mass to charge ratios were labelled using the
centroid function.

Statistical analysis

Divergence from Hardy-Weinberg expectations and linkage disequilibria across loci located
on the same chromosome were tested using the Genepop software (10). The Markov chain
parameters were set to 10000 dememorizations, 1000 batches and 5000 iterations per batch

for all tests, in order for the standard error (S.E.) of the estimates to be below 0.001.

Results

Validation of the method

The results obtained by sequencing were fully concordant with those obtained by mass
spectrometry. No null alleles were observed and no additional SNPs in the PEX primer
binding regions were revealed. Reproducibility was tested and consistent results were
obtained by typing each SNP three times by MALDI-TOF MS for every DNA sample. Two
opposite homozygous and a heterozygous sample, determined by sequencing, was included as
a positive control for each experiment. Furthermore, no discrepancies were observed relative
to the sex determination by the use of the selected marker.

Though in five separate reactions (table 1), the 51 fragments containing the selected SNPs
were amplified in identical medium (except for primers) and thermal conditions. The same
goal was achieved for the primer extension reactions by the use of primers with similar

length.



Samples were amplified using varying amounts of starting DNA (cascade dilution series) and
complete and unambiguous profiles were obtained with a minimum of 180pg per
amplification reaction. Beneath this target DNA amount, the heterozygous balance observed
as peak height equilibrium decreases due to stochastic variation. A 33% minimal threshold
value for heterozygous balance with optimal amounts of template DNA was experimentally
determined.

The simultaneous PEX reactions were designed to yield products differing by at least 60Da in
protonated mass allowing a broad window for product labelling. In this regard, we
investigated the precision of mass determination by MALDI-TOF from 96 spectral
representations of each of the 153 possible products (non extended primers and alleles) by the
use of the X-Mass™ software (Bruker Daltonics) and the centroid labelling function. The
determined masses for each analyte in 96 spectra showed a normal distribution with standard
deviations bellow 4Da (2.03Da - 3.85Da). The numeric deviation between observed and
expected mass ranged between 1.6 and 33%o.. Therefore a window of 12Da (corresponding to
3 standard deviations) would allow 99% correct peak labelling of each analyte. The window
applied to sample analysis was 60Da allowing the false allele call risk to be ignored.
Statistical analysis

Allele frequencies were derived from the data (Table 2) and the panel of markers was
characterised by a number of tests including Hardy-Weinberg equilibrium tests and exact tests
for linkage disequilibrium. AIll the autosomal markers presented dimorphism with
heterozygosity per locus values ranging between 0.354 and 0.5 with 86% of the SNPs
showing a value above 0.45 and an overall mean heterozygosity of 0.474.

The studied population sample revealed no significant deviation from Hardy-Weinberg
equilibrium as the calculated p values were significantly above 0.05 (S.E.<0.001), indicating

that the SNP loci were behaving as expected within a randomly mating population.



Furthermore, no linkage disequilibria among loci carried by the same chromosome were
suggested by genotyping these samples (p>0.05, S.E.<0.001).

The probability of identity obtained by the analysis of this panel of SNPs is 3.75:10°%! and the
discriminatory power is on the par with the routinely used STR multiplexes. The highest
observed 50-SNP-profile frequency was 2.9010%" when the restriction due to the sex
determination was not taken into account.

No mutations through generations were observed and the parentage relationships previously
investigated by means of STRs were confirmed. Exclusions of biologically unrelated alleged
fathers were based on at least 7 genotypes inconsistent with paternity. One exclusionary case
was based on only 4 SNPs and therefore we decided to test alternative relationship
hypotheses. We obtained a likelihood ratio exceeding 510% in favour of an uncle-nephew
relationship. This relation was confirmed by posterior information. When investigating
inclusionary paternity the likelihood ratios obtained and combined with an a priori probability

of 50% led to probabilities ranging between 99.983% and 99.999997%.

Discussion

In this study we have evaluated the typing and the information content of a panel of SNPs by
primer extension and MALDI-TOF MS for forensic studies and potentially for
anthropological investigations on a French representative population.

Our results corroborate the polymorphism of the 50 selected autosomal markers, their
independent inheritance and their ability to provide individual specific genetic profiles.
However, increasing DNA sample number would be necessary in order to assess the
specificity of the profiles that we have obtained.

The selected autosomal markers gave clear results in paternity and identification investigation

with genotype derived numerical evaluations comparable to those obtained by existing STR



multiplexes (2). In this paper we excluded the presence of null alleles, as all analysis reactions
as well as sequencing fragments containing the amplification primer binding sites and the
PEX analysis, repeated in triplicate, brought the same and reproducible results. Furthermore,
the SNP mutation rates can be ignored in practice. However, assuming that, as SNP and STR
analysis systems are both PCR based, the frequency of appearance of null alleles can be
considered as common (11) and ranging between 10 and 510 (12, 13, 14). Taking into
consideration the allelic frequencies of the 50 SNPs in the panel studied here, the probability
to observe such an incompatibility at a locus when studying a trio where the alleged father is
the biological father reaches the value of 0.111. This value is almost twofold the one observed
when analysing a 15-locus-system such as the common STR multiplexes (0.063) and
therefore "covers" the mutation and the null allele appearance rates of the latter. Furthermore,
these calculations may also underestimate frequency of null allele appearance in the case of
SNPs due to the existence of an additional step in their analysis. Indeed, whereas STRs are
detected directly as PCR products SNPs often require an allelic discrimination step such as
the PEX reaction applied here. This reaction is built on an additional primer hybridization
where not only in vivo occurred mutations but also in vitro, in early cycle step Taq induced
nucleotide misincorporations, may cause null alleles. No matter how low the Taq error rate is,
it should be taken under consideration. Therefore, though SNP mutation rates are very low,
we deemed that an incompatible result at one locus might occur as the result of a mutation, or
due to the presence of a null allele, whereas 3 exclusionary loci (PI=0) are sufficient to prove
a non-paternity (15).

Ternary encoding of genotype data, whose effectiveness for the straightforward identification
of individuals has been previously demonstrated (16, 6), is compatible with any SNP analysis
platform. The combination of single-point genomic markers detectable from degraded DNA,

with specific multiplexed PEX detection and very sensitive, precise and rapid MALDI-TOF
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MS analysis brings a powerful method of DNA investigation for forensic and anthropological
applications. The primer extension major advantage is that the distinction between the
variants relies on the high accuracy of the incorporated nucleotides rather than on differences
in thermal stability between matched and mismatched probes. PEX assays give rise to allele-
specific products which can be separated according to their intrinsic differences in mass
without any labeling by MALDI-TOF MS. This allows excellent discrimination between the
homozygous and heterozygous genotypes and the assays are robust and tolerant to small
variations in the reaction conditions. Therefore, it is the most direct method of detection and
provides more robust signal-to-noise ratios when compared to the other assay formats that
infer the identity of the products by monitoring the fluorescence emitted by labelled
molecules (17). The majority of PEX products being monoprotonated (18), the observed value
is virtually m (m/z, with z = +1). Minisequencing has become the most widely used MALDI-
TOF MS based method for SNP analysis. Despite the fact that the smallest mass difference of
9Da induced by incorporation of ddNTPs only can be detected (19), it is difficult to
distinguish between A/T, A/A and T/T genotypes (20). Therefore we chose to incorporate
nonlabelled ddNTPs complementary to the nucleotide corresponding to one allele of the SNP
and to the first 3" position following the SNP, and nonlabelled dNTP complementary to the
nucleotide corresponding to the other SNP allele. This led to a time of flight separation not
only according to the composition of PEX products but also according to their lengths (21).
This technique avoids labeling and enzymatic shortening of the products as it allows working
in a high mass range and the sensitivity necessary to distinguish between alleles is lowered.
The mass determination accuracy (i.e. the distributions of the determined mass in relation to
the expected mass) of the used method allowed us to work in non-overlapping allele windows
and therefore face quasi inexistence false allele call risk. The achievement of the same

accuracy when products are detected by capillary electrophoresis requires a several
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nucleotides length difference between two consecutive products. This variant of the classical
PEX reaction has also an advantage in specificity over other modified-PEX based
methodologies. Indeed, it relies on the detection of both alleles, unlike allele dependent
extension (22) where only one allele of a locus is physically detected per reaction, which
implies genotype deduction or requires double reactions per locus corresponding to both
alleles. However, the method has two major drawbacks; the specificity of the medium limits
the multiplexing degree and disables the detection of a newly arisen allele.

The high throughput that is possible for SNP genotyping in an automated MALDI-TOF MS
system has been demonstrated, and the major challenge in application of this method to
forensic casework lies in multiplexing amplification reactions. Although this method allows
analyzing such a set of SNPs in very short time, forensic samples generally do not enclose
enough template-DNA. The increase of the degree of PCR multiplexing would lessen the
required starting DNA amount. MALDI-TOF MS can theoretically allow simultaneous
detection of more than 80 SNPs in the 5500-10500Da range (23). Therefore further
multiplexing of the PEX assays yielding SNP specific products with non-overlapping mass
distributions would also significantly reduce manipulation steps (splitting PCR products in

several reactions), as well as time and consumable expenses.

Conclusions

The multiplex PCR SNP typing format presented here could be useful for forensic and
anthropological investigations because degraded DNA templates can be typed. However, it is
necessary to either increase the number of SNP containing fragments amplified
simultaneously in the PCR step, or to apply an allelic discrimination reaction which does not
require pre-amplification in order to reduce the required template DNA amount. At this stage

SNPs are a solution for facing template DNA degradation by the analysis of short fragments,
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but the probability of accessing intact marker containing fragments in a sample depends on
the global DNA quantity it contains. Reaching sufficient discriminatory power by means of
SNP based investigations requires a high number of markers to be analyzed which increases
the necessary template amount. However, SNP markers should be considered as a
complement to STR analysis rather than as an alternative. Typing a set of SNPs on a sample
whose degradation state allowed a partial STR profile only, would allow the increase of the
discriminatory power to a significant value. In this context the number of SNPs to be typed
would be less important. The chosen set of SNPs assents to Hardy—Weinberg expectations
and shows no linkage disequilibrium and is adaptable to routine and high throughput forensic
and anthropological work. The SNP data obtained in this study offer an accurate and French
population specific database that will be an essential reference for SNP-based forensic

application in the future.
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Table 1: Selected SNPs sorted according to the PCR and PEX groups they were analysed in.

The primer orientations are indicated by an f for forward and an r for reverse.

PCR PEX PCR PEX
dbSNPrs PEX primer 5'-3' sequence dbSNPrs PEX primer 5'-3' sequence
group group group group
rs910170 TGAACCATTTCCTCCTGGAC rs874746 f GTGCCAGACCGCTTCTTG
rs997556 ACACTGGATAACCAAGGAC ot rs240 r CAGAAGCAATTACAGGAAG
o rs1674139 GAGCTGACTTGCCGCC rs763443 r AAGAGACCTGTAGGAGCG
rs1003204 GTGTAGTGGGAGCACTGG o rs820129 f ATAAAGAAAGAACCTGGAGAC
rs1371370 GCAGGGGGAGTCCTTAAC 1s225 r CCCAAGAACTACATTTGGGGAG
1 A-2 rs235 GTATACTTATTACTTCTCCCT 4 rs936250 r CTCCGTGTGTCTGTGTGC
rs243 GGCTGGTGGAGGCAGA o r1s757655 f AATTGATGTTGGGCTCTGG
15222 AGAGGAGAGTAAAAACAGC rs228047 r CGCACCCCGCAGACCT
rs713053 CAACAACAGTGAAAAGGATC rs2260 r CAAGAAATAAAAGACAAGTCC
A rs767453 CTTCTGTCCACCTTTCC G-3 rs234 r ATGTGGCAGAGACTGAAT
1s727206 CTGTTTTCTGTTATATTCTGCT 1s997750 r GTAGATAGAATTGAATAGAAGT
rs882937 AACTAATGGGCACCCTTC rs833069 f CAAACCAGGGAAGGGAGG
e rs738518 CCGCTGTGAGACAAAGGG A/T 151924609 f TCTATTCAGCAGGCACTTA
rs892503 GCAGCATACTCATTCACAGA rs737612 r CAGGTAGGGTCACAGTTTC
T-2 rs237 AGGTAGCCCACAGAAGC 15279536 f ATTGTCAGTCTCAAAAGCACA
2 rs2123 TAGGTAGACATGATCAGGG rs241 f CAGAAAATATGATTAGAAAAAG
rs991191 GTTGTTAATGAGGATGATGC 5 © 1s544021 r GTCAGCGGAGCCTCTC
rs1020636 CAGGCAGGTGGTCAGGC rs768058 r GCTGTTCAAATTCCTCTCTC
e rs230 GTGATGCTCTACCCTACT 1s724784 f ATCTTAGCCTGTACCTTTTA
1s276922 GAGAGAACAATTAAACTCAC 1s948438 r TGAGAATGTGGACCTGAGG
1s2013526 AGTTCAAATATACTAAACTATTC ol rs964224 f AGTAGGCTTTTCATCAATTAG
T-4  rs1551995 AGGCTACTCTTCTTCTTAGG Amel r CTGCAGGGTGTGAGTC
rs1793286 GAAATGACAACTGGTGAAAT
1s227 AACAGATCCATCACAATCC
3 T-5  rs889012 GCATCAAAACAAAGGCTCAA
rsg1l GAGTCATGGAGGGTCATTA
rs1019264 TAGAACCAATCAAGGCTCC
T-6 1s725 CAAATGGTGCCATAGTATAA
rs1013582 CTCTCCTATCCATTTTCCAC
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Table 2

Features of selected autosomal SNPs sorted according to their genomic position. / stands

when a single SNP is selected on a chromosome, A for the distance to the closest SNP and f

for allelic frequencies.

dbSNPrs G-band Alleles f A (Mbp) | dbSNPrs G-band Alleles f A (Mbp)
rs991191 1p31 AlG 0.573/0.427 101.4 rs237 9933 AIG 0.56/0.44 18.7
rs2013526  1qg24 C/T  0.534/0.466  101.4 rs936250 9¢34 G/IC 0.23/0.77 18.7
rs1019264  2pl6 C/T  0.637/0.363 38.7 rs997750  10p12 C/T  0.486/0.514 50.2
1s1020636 2p22 TIC 0.527/0.473 26.8 rs241 10922 AIC 0.5/0.5 20.1
rs222 2911 TIC 0.747/0.253 26.8 rs243 10g24 TIC 0.507/0.493 20.1
rs1551995 3p26 CIT 0.527/0.473 6.5 rs544021 11913 CIG 0.567/0.433 275
rs227 3p26 G/A 0.673/0.327 188.2 rs882937 11921 AIG 0.447/0.553 21.2
rs225 3029 C/G  0587/0.413  188.2 | rs1013582 11923 AT 0.653/0.347 17.3
1s763443 4922 CIT 0.513/0.487 251 rs1793286 11925 AIT 0.527/0.473 17.3
rs279536 4026 CIT 0.623/0.377 57 rs2123 12q14 G/A 0.713/0.287 27.9
rs230 4934 G/A 0.56/0.44 57 rsgll 12921 AIG 0.653/0.347 27.9
rs724784 5021 AIC  0.553/0.447 15.6 rs1924609  13q14 C/T  0.367/0.633 /
rs1371370 5023 TIC 0.466/0.534 10.9 rs757655 14924 AIG 0.61/0.39 /
rs889012 5g31 C/IA 0.587/0.413 10.9 rs767453 15923 AIT 0.601/0.399 /
rs910170 6p21 C/T  0.647/0.353 4.7 rs727206  17q12 C/T  0.582/0.418 42.2
rs833069 6p21 AlG 0.6/0.4 118.7 rs820129 17925 AIG 0.64/0.36 5.3
rs713053 6026 G/A 0.413/0.587 118.7 rs276922 18q12 AIC 0.52/0.48 6.2
rs997556 7p12 T/IC  0.616/0.384 44.3 rs948438  18ql12 AIG  0.493/0.507 26
rs2260 7921 TIC 0.6/0.4 9.1 rs768058 18921 G/A 0.74/0.26 26
rs234 7922 CIT 0.533/0.467 35.2 rs1674139  19q13 CIT 0.513/0.487 /
rs725 7934 AIG  0.673/0.327 35.2 rs1003204  20p1l C/T  0.445/0.555 34.6
rs235 8g21 CIT 0.593/0.407 24.9 rs964224 21921 T/G 0.513/0.487 15.3
rs892503 8q22 CIT 0.603/0.397 37.1 rs228047 21922 CIT 0.553/0.447 15.3
rs874746 8q24 A/C  0.658/0.342 371 rs738518  22q12 T/IC  0.712/0.288 6.5
rs240 9g31 CIG 0.607/0.393 9.9 rs737612 22913 AIG 0.439/0.561 6.5
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Polymorphismes ponctuels de séquence (SNP) et identification génétique.
Etude par spectrométrie de masse MALDI-TOF.

L'investigation des polymorphismes du génome humain permet d'identifier les
individus avec certitude et d'établir des relations de parenté. L'étude des polymorphismes
ponctuels de séquence (SNP) présente un réel intérét dans les domaines de la médecine légale
et de I'anthropologie moléculaire. En effet, les SNP autosomaux réunissent les avantages des
methodes appliquées aujourd'hui et permettent d'atteindre un haut pouvoir discriminant a
partir d'échantillons dégradés par I'analyse de fragments d’ADN courts.

Nous avons sélectionné 50 SNP autosomaux et une différence de séquence entre les
copies du gene de I'amélogénine porté par les gonosomes. La définition de cet ensemble de
marqueurs est un travail original tant d'un point de vue quantitatif, menant a un pouvoir de
discrimination élevé, que d'un point de vue qualitatif, ne considérant que des marqueurs non
codants en accord avec la législation francaise en vigueur. Les marqueurs ont été étudiés par
détection des produits d'extension alleles spécifique d'amorce par spectrométrie de masse
MALDI-TOF. L'étude d'un échantillon de la population francaise a permis de fournir des
informations sur la distribution allélique de ces marqueurs, de valider I'ensemble des SNP
sélectionnés comme outil pour la filiation et I'identification génétique et de développer une
méthode d'analyse directe, sensible et rapide permettant I'analyse simultanée d'un grand
nombre de molécules de maniere reproductible.

L'analyse des marqueurs bialléliques validés représente un outil complémentaire a
celle des microsatellites dans le cadre d'echantillons fortement dégradés tels qu'ils sont
fréguemment rencontrés sur les scenes de crimes ou lors de catastrophes de masse. La
définition d'un protocole de routine permettra d'introduire cette technique basée sur les
marqueurs SNP au niveau des laboratoires d'identification génétique.

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) and genetic identification.
Study by MALDI-TOF mass spectrometry.

Human genome polymorphism investigation allows accurate individual identification
and genetic relationship establishment. The study of single nucleotide polymorphisms (SNPs)
requires short DNA fragments and therefore has a particular advantage over classical markers
in the analysis of degraded samples. This and the capacity of yielding high discriminatory
powers confer a great value to autosomal SNP markers in the fields of forensics or molecular
anthropology.

In the present study 50 autosomal SNPs and a sex determining sequence difference
between the amelogenin gene gonosomal copies were selected. The characterization of this
set of markers represents an innovative work as it allows generating strong discriminatory
information and is restricted to non-coding DNA regions, in harmony with the in force French
legislation. Our approach to SNP typing is a multiplex PCR based amplification followed by
simultaneous detection of primer extension products by MALDI-TOF mass spectrometry.

The study of these markers in a French representative population allowed their allelic
distribution investigation, their validation as tools for genetic identification and filiation and
the development of a direct, sensitive, rapid and multiplexed analysis method yielding
reproducible results.

The analysis of the selected binary markers represents a complementary means of great
help in cases where microsatellite investigation fails due to extensive DNA degradation rather
then lack of DNA template. Their specific advantage relies in the identification of discrete
samples, such as highly degraded tissues commonly encountered on crime scenes or in mass-
disasters. The establishment of a routine protocol will lead to the implementation of the
method based on SNP typing in genetic identification laboratories.
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