Les tests ADN ou : la science
mene 'enquéte.
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Le pére de la police scientifiqgue en France A. Bertillon (1853-1914)
oassocie des mesures anthropométrigues a lNenclyse des empreintes
digitales (1880 Henry Faulds).

i Plan de |'exposé |
| *Historique des tests ADM
| *Jeffreys impose les VMTR pour |'établissement des cartes d'identité
| génétique
‘Les améliorations de la technique de Jeffreys : La PCR, les STR et
| I'électrophorise capillaire
| *Applications pratiques des empreintes génétiques par la police
| scientifigue
| *L'empreinte ADM n'est pas |'arme absolue, exemples d'erreurs et de
= froudes
= -Reconnaissance des individus por les tests ADM et le séquengage de
I'ADM mitechendrial, le cas des Romanov

Utilisation de I'ADN pour typer les
individus

Le génome humain

22 paires de
Chromosomes
+ XX ou XY
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Les chromesomes contiennent de ['ADN,
une trés longue molécule formée d'une séquence de 3 milliards de lettres ATGE
- __,"'- i

Dans choque molécule SADMN on a:

‘Dres successions de “lettres” qui
forment des "mots” les génes

Base des tests génétiques :
L'ADN d'un individu est unique:
_ exemple des RFLP (Restriction
_ Fragment Length Polymorphism)

*Un grand nombre de lettres dont
on ne cannat pes encore le rile

Les RFLP sont définis par:

‘Une endonucléase de restriction (enzyme
coupant |'"ADN en des séquences précises
de quelques nucléotides)

‘Une sonde capable de reconndftre une
~ région de |'ADN enfre deux sites de
- restriction
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‘Une technique, celle de Southern




Un exemple de RFLP, les fragments de restriction ont des
tailles difféerentes en fonction de la présence ou de 'absence ®
d'un site reconnu par une endonucléase de restriction

Localisation des sites de restriction

- 115 kb

e

RFLP dans le géne de la [iglobine
Présence ([A) ou absence ([}S) du site MsfIT

Découverte des VNTR par A. Jeffreys
Observation initiale
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Haters 1989, 314, &T-TD

Mise en ploce des empreintes ADN utilizant les VNTR (Variable Number of
Tandem Repeat) par A. Jeffreys

Polymorphisme détecté par la technigue de
Southern en utilisant une sonde VN TR
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Les VMTR sont des marqueurs spécifiques de choque individu

Individu 1
Tlld'i o MI Chramoioms 1

Taille des frogments
d'ADM localisés entre
les sites de restriction
Einf1 dﬁaﬁmn&_ft ha
technigue de Southern
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Les VNTR
ségrégent comme les alléles d'un géne

La toute premiére utilisation du test ADM réalisé par A. Jeffreys pour
confendre un coupable | cas des crimes de Narborough.

Biown Ashworth 15 ane
astzsirde en | casasginde en 1586 prés
1983 prés de Marborough L d'Endertry

Le 19 Septembre 1987 les premiers tests génétiques réalisés par A,
Jeffreys permettent d lo police d'arréter le coupable, Colin Pitchfork et
dinnocenter Richard Buckland,




_ dADN

8 Prix du test

Problémes posés par ['analyse des
VMTR en sande multiloci par Jeffreys :
‘Interprétation du test sur enviren 7O
leci dif férents

*Mécessite de quantités importantes

| +Temps du test

sUtilisation de la redicactivité

Le cas Castro (1988) ou les limites de lanalyse par Southern en utilisont des

|| sondes unilocus

Rapport fourni & la justice par lifecade sur Fanalyse
de 3 VNTR
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Comtestation par les avocats de Castre des conclusions de lifecode
Exemple avec les résultots ou nivecy du locus DXY 514

Questions

* Pourquol sur le profil de la mére Lifecade nobserve que 3
bandes?

* Pourquoi sur le prefil de la fille Lifecode chserve 3 bandes?

= Le caleul de lo prababalité du profil (1/100 millions) par Lifecode
est trés discutable

E 5 Lisdas Marors 139 1989 201300

Par la suite, on utilise toujours la technique de Southern mais ovec des
sondes unilocus :

Comment amélicrer la technigue ? Tout d'cbord en utilisant la PCR
(Polymeragse Chain Reaction) mise ou peint par K. Mullis en 1985 pour
amplifier des loci précis de I'ADM, ensuite en utilisant de nouveaux
marqueurs les STR.

Les ingrédients de la PCR:

*De 'ADN double brin

‘Une ADN polymérase thermostable

4 nucléotides triphosphates (ATP, GTP, CTP, TTP)

*Un Tampon

‘2 Amorces ADN (courts fragments d'ADN, d'environ 20 nt,
reconnaissant une séquence particuliére de I'ADN)

‘Un appareil permettant des changements de température trés
rapides




.  m—
Exemple des résultats
abtenus pour un locus
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-L"ADMN amplifié est
injecté dans la colonne
*Les fragments d° ADM
sont séparés suivant leur

taille |
sUn courant électrique est
- appliqué

& =L ADM migre vers e +

S -Les fragments d'ADN
amplifiés sont identifiés
par la fluorescence en
passant devant un
détecteur

On peut automatiser |'analyse des empreintes
ADN en séparant les fragments d' ADN
amplifiés par électrophoreése capillaire

Les marqueurs de polymorphisme utilisés
actuellement pour réaliser les empreintes
tiques : les STR (microsatellites)

Ils sont plus utilisés que les VNTR

Ce sont des répétitions de 2, 3, ou 4 paires de
bases

Il existe beaucoup "d'alléles” différents

Short tandem repeat (STR) = microsatellite =

simple sequence repeat (SSR)
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Petite taille des produits de PCR
compatible avec de I'ADN dégrade et
petites quantités de matérie

Amplification de plusieurs STR par PCR
Multiplex possible

Kits commerciaux disponibles

Ensembles de STR identiques utilisés par
tous les laboratoires
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Pour réaliser une empreinte génétigue dans le
cadre de la police scientifigue
tous les pays étudient les mémes margqueurs qui
sont essentiellement des STR sauf pour la
détermination du sexe
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Pour la détermination du sexe on
cible le locus de 'amélogénine

Le géne de I'Iogénine n'est pas un STR.
Il est localisé sur I'X en p22.1-22.3 et sur I'Y.

¥ allele X : produit d'amplification 212 pb
{ allele ¥ : produit d'amplification 218 pb

| 1 Femelle (X,X) - homozygote 1 bande 212 pb
§ Méle (X.Y) - hétérozygote 2 bandes 212/218 pb

L'appnr de I'étude de |I'ADN mitochondrial
(mtDNA)




Séquencage de |'ADN
mitochondrial (mtDNA)

Avantages

Test trés sensible car chaque cellule contient ~1000
mitochondries

Cet ADN peut étre utilisé comme marqueur car la
transmission est uniguement maternelle

Inconvénients
Contamination facile
Hétéroplasmie (plusieurs ADN différents par cellule)
Difficultés pour typer les individus (effet Eve)

Il faut différencier

* La confirmation d'identité
— Le suspect est identifié
dans un premier temps
par des preuves autres

+ Le test ADN pour
trouver un suspect

Comparaisons d'ADN
avec les bases de

que 'ADN S s
Le test ADN ne vient T trat ms

que confirmer une
identité

Les sources possibles ADN sur les lieux d'un crime

L = murt = des troces de pang ef dex chonss

Attention : dans le cas de correspondance
d'un échantillon de la banque avec un
préléevement ADN il s'agit seulement d'une
coincidence statistique |

En 1989 a I'US Open de golf, 4 joueurs ont
- fait un trou en un coup. La probabilité
o théorique d'un tel résultat est de 1/89 105

(1,000,000,000,000,000)




Le fichier national automatisé des
empreintes génétiques FNAEG

Le fichier de 1998 (loi Guigou affaire
Guy Gearges} contient uniquement les
profils ADN des auteurs de crimes
sexuels.

Depuis 2001 (loi Lebranchu) on procéde
a I'extension du fichier.

Il contient en 2009 environ 1 million d'
empreintes génétiques

[P L force du FNAEG

+ Outil trés puissant pour résoudre des énigmes
policiéres

‘Le:s faiblesses du FNAEG

+ * Des profils mal interprétés (mélange,
dégradation ...) ont engendré des erreurs
d'interprétation

+ * Fiché un jour, fiché toujours ?

* * Ajouter au fichier le profil d'individus venant

d'@tre arrétés viole le principe de la

présomption d'innocence

Le fichier national automatisé des empreintes
génétiques FNAEG

' L'ADN preuve absolue ?
Certainement pas

L'ADN d'un individu est
unique

Les mythes sur les tests ADN

Le test n'est basé que
sur 15 marqueurs

La recherche des
% | margueurs est
o objective

L'interprétation est
humaine !

Les scientifiques sont
neutres et on travaille
bien dans tous les labos

Hum, hum ! Rappelons
nous le cas Castro




Les aléas du test:

Les contaminations : elles peuvent se produire
a différents moments, prélévement, extraction,
révélation ...
La dégradation de I'ADN qui augmente le
risque d'erreurs

Un exemple de la mauvaise utilisatien d'une empreinte ADM
En décembre 2002 le corps d'une femme coupée en morceaux est '
découvert & Mulhouse. L'analyse de FADN mitechandrial d'un cheveu trouvé
dans sa main cenduit le mari en prison. Le test ADN (nucléaire) et la
consultation du FMAES en 2007 permettent d'attribuer FADN 4 un homme
proxénéte notoire décédé qui avait le méme profil ' ADN mitochandrial
que le mari

(A} | ADMN mrgﬂm
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SADN non
dégradé |
1

gasultals oblenus avec de I'ADN d
$ont pas amplifics
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Un exemple de contemination:
Une histoire amusante si cela ne concernait pas des offaires criminelles:
depuis 2007 [a police allemande trogue une tueuse en série. Grace au profil
ADM on suit sa trace en Autriche puis en France. Finolement on découvre
que les bitennets utilisés pour les prélévements sont contaminés par FADN
dune employée de latelier de fabrication.

s



Les froudes connues: prélévement du sang d'un autre individu

Les fraudes connues : mé.iangn de cheveux
différents sur une scéne de crime

" Les fraudes connues @ échange de salive avant un prélévement ADN

Utilisation des empreintes ADN pour
identifier des individus décédés




Le médecin et les 3 serviteurs qui accompagnent les Romanoy sur la fin
de leur vie sont assassinés en mEme temps que les Romanoy

Levgueni Botkine Anna lova Alexei Trupp
Docteur ] valet de pied

«Aoiit 1917 la révolution russe commence, la famille royale est
copturée et emprisonnée avec un médecin et 3 serviteurs, Cette
famille comprend : le Tsar Micolas IT et la Tsarine Alexandra de
Hesse, les enfants : Alexis, Olga, Tatyana, Anastasia, Maria

16 juiliet 1918 les Romanov sont assassinés pew aprés minuit

Juillet 1991 on découvre des cadevres dans une fosse
commine prés dEkaterinbourg

+ ils correspondent aux restes de 9 personnes

+ on déterming leur sexe et lewr ge

+ &n 1992 |es analyses marphologiques et les tests ADN
commencent




Résultats de l'analyse morphologique

Analyse de la lignée maternelle dans la
famille des Romanov

~ Résultats de l'analyse des empreintes génétiques

Les squelettes 4 et 7 sont apparentés aux squelettes 3, 5
eté

‘Les squelettes 1, 2, 8 et 9 sont ceux des serviteurs et du
- médecin

:Comment prouver que les squelettes 3.4, 5, 6 et 7 sont les
restes des Romanov ?

MtDNA Analysis
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b Comparaison de |' ADMm du squelette présimé de Micalas IT aves un dchantllon sanguin
| déecuivert sur une chemese de Micolos TT conservée ou musde de [Ermitage 4 51 Petersbaurg.

Les conclusions de l'analyse:

‘Les squelettes 4 et 7 sont ceux du Tsar et de la Tsarine
‘Les squelettes 3 5 et 6 sont ceux de leurs enfants
‘Les squelettes 1, 2, B et 9 sont ceux des serviteurs

Pogasy E [ ot af FraAS BO0S. 104 5258.5241

r : & 1 i .;
5' Pierre &t 5' Paul La chapelle des Romanov

S Petersbourg
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Analyse des empreintes génétigues des sept individus

k.

& paternelle dans lo famille des Romanov.

Contrile

Marqueurs Tsar Alexis Romanov  Sang
lignée male chemise

e L[ L[
DY i3am 3 1 13 13 12

g3 ] 4 o M k] 4
[pps ] ) - | % . ] - |
OV 17 Lk 7 ” LE
ovEle 14 i id i 15
Dyiaes 1,18 11, ND 11, 4 i e (A L]
il 13 13 13 13 13
Dvs3e L] 1] m W n
DY m mn n mn 12
OYsEs 24 24 i a4 4
DviIa 13 13 13 13 13
TGATA-HE 12 12 12 12 13
OYsLE? 1% 15 15 1% 1%
oiias 12 12 12 12 12

Dviass

L

Pasitien du SR Alanis

=

Analyse des séquences complétes de |' ADNm. Etude du
d partir des restes possibles d' Alexis, Maria et Alexandra. Comparaison aves lo
sequence de |I'ADNm des descendants de la reine Victoria en lignée maternelle.
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Conclusion : les squelettes sont ceux de la fille Maria et du
fils Alexis du Tsor.

TTRAERACT
ITTASAGENCT

SMP Séquengage ADM
Puces ADMN nucléaire

- Dernidre révélation des tests ADN:

. Les analyses ADM font de Toutankhameon le fils de la momie KV55 qui est = i

& identifiée comme celle d' Akhenaton. La mére de Toutankhamen serait la 2 - arl] MG, I, L
momie KV 35YL. D'aprés son ADN, KV 35YL serait la sceur d'Akhenaton. —— )

Concernant sa mort, le jeune roi a succombé parce qu'il avait de nombreuses e 1 'mv
tares héritées de ses parents (consenguinité) et parce qu'il était paludéen. En o o
effet, de |I"ADM du parasite Plasmodium falcjparum a été retrouvé dans so

Ligne double = consongueniTié; «=--- =

KV21A * Anktacrgasmon?
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