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|.  INTRODUCTION

L’ADN fut découvert en 1869 par le biologiste suisse Friedrich Miescher a partir
de globules blancs issus du pus provenant de bandages de patients. |l appelle alors
cette substance encore inconnue la « nucléine » du fait de sa localisation a l'intérieur
du noyau des cellules.

Depuis la découverte de sa structure en double-hélice en 1953 ainsi qu’avec le
développement des outils en biologie moléculaire, 'ADN revét aujourd’hui une
importance considérable en médecine, en criminologie ainsi qu’en anthropologie.
Présente chez la plupart des étres vivants et dans la plupart de nos cellules, cette
molécule est a la base de la vie sur Terre.

En médecine Iégale, son importance réside dans son aspect unique et propre a
chaque individu. L'étude de [I'ADN posséde aujourd’hui un large éventalil
d’applications : la réalisation de tests de filiation, la recherche de personnes disparues,
I'identification de victimes de catastrophes ou encore d’auteurs de crimes et délits.

Les comparaisons ADN repose sur la réalisation d’empreintes génétiques. Ces
dernieres, également appelées profils ADN, correspondent a la « carte d’identité »
génétique propre a chacun des individus. Elles sont aujourd’hui principalement
établies en étudiant le polymorphisme de régions particulieres de 'ADN appelées
microsatellites.

Présent dans la plupart des tissus, le matériel génétique peut dans la pratique étre
extrait de nombreux tissus et fluides : sang, salive, sperme, cheveu, eftc...

Nous passerons tout d’abord en revue les différentes connaissances actuelles
concernant la structure de I'ADN, en détaillant plus précisément les éléments
essentiels en médecine Iégale.

Puis, nous étudierons les différentes étapes et techniques des analyses ADN et
de la réalisation des empreintes génétiques. Depuis sa premiére utilisation en
médecine légale dans les années 1980, les méthodes ont rapidement évolué
notamment gréace a l'invention de la PCR et du séquencgage.

Enfin nous examinerons la législation concernant I'étude de ’ADN ainsi que les limites
de son utilisation. En France, de nombreuses lois existent afin de réglementer et
d’encadrer la réalisation de ces tests afin de garantir la protection de la vie privée des

individus ainsi que de leurs données génétiques personnelles.
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Il.  Rappels de génétique

A. ADN

L’ADN ou acide désoxyribonucléique constitue le support de I'information génétique
de la plupart des étres vivants. Il est constitué de deux brins enroulés I'un avec l'autre
et possede une structure en double hélice, connue depuis 1953 gréce a la publication
de Watson et Crick dans la revue scientifique Nature (1).

Cette molécule permet la synthése des protéines, ainsi que le développement et la
reproduction des étres vivants.

La plus grande partie de 'ADN est localisée dans le noyau des cellules du corps
humain. Une partie se trouve également dans les mitochondries, des organites
présents dans le cytoplasme ayant pour fonction principale la production de I'énergie
sous forme d’ATP.

Chacun des brins présente une succession de nucléotides, molécules organiques
composées (2) :

-D’'une base azotée

-D’un sucre, désoxyribose a 5 carbones

-D’'une molécule d’acide phosphorique.

Les sucres ainsi que les molécules d’acide phosphorique permettent la liaison des
nucléotides les uns aux autres via des liaisons phosphodiesther (3).

Dans 'ADN, il existe 4 bases azotées différentes, 'adénine (A), la guanine (G), la
thymine (T), la cytosine (C).

Deux d’entre elles sont dites puriques, I'adénine et la guanine, tandis que les deux

autres, la thymine et la cytosine sont dites pyrimidiques.
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Figure 1 : Schéma des 4 bases azotées (4)

Les deux brins anti paralléles d’'une molécule d’ADN sont reliés entre eux par ces

bases azotées, via des liaisons hydrogénes (2), d’'une fagon précise :
e L’adénine est reliée a une thymine par 2 liaisons hydrogénes

e La guanine est reliée a une cytosine par 3 liaisons hydrogénes

; Ligizons
JC P hydrogénes

Guaning Cyiosine

Figure 2 : Structure en double hélice et liaisons hydrogénes entre bases (5)
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Chaque nucléotide relié a son homologue complémentaire formera une paire de
bases. Les deux brins sont donc complémentaires. Cette correspondance permet leur
réplication lors d’'une mitose. Ainsi, I'information génétique sera identique dans chaque
cellule d’un organisme vivant, a I'exception des gamétes, permettant sa transmission

a la descendance.

Chez I'étre humain, I'ADN est constitué d’environ 3 milliards de paires de bases.
Cependant, seul 2% du génome est dit « ADN codant » et permet la synthése de
protéines. Les 98% restant sont appelés « ADN non codant » et ont pour but de réguler

I'expression des génes ainsi que d’autres fonctions encore méconnues (6).

B. Minisatellites (VNTR)

Découvert en 1985 par Alec Jeffreys (7), les minisatellites (ou VNTR pour Variable
Number Tandem Repeat), sont des séquences répétées en tandem.

La taille de leur motif se situe entre 10 et 100 paires de bases (pb) ce qui donne selon
le nombre de répétitions des zones génomiques dont la taille varie entre 500pb et
30000 pb (8).

Bien que leur utilisation en médecine Iégale soit progressivement remplacée par celles
des STR et du séquengage, elle a été un élément important dans la réalisation des
profils ADN.

L’utilisation des VNTR se faisait principalement via la technique des RFLP
(Polymorphisme de Longueur de Fragments de Restriction) (9).

Cette technique utilise des enzymes de restriction provoquant les coupures d’un
fragment d’ADN au niveau de sites de restriction.

Selon le nombre et les emplacements de ces derniers, les fragments produits seront

de taille différente.

La réalisation d’'un Southern Blot permet finalement de connaitre la taille des différents

fragments.
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Figure 3 : Principe du RFLP (10)

De nos jours les empreintes génétiques se font majoritairement grace a l'utilisation des
STR, plus petits et donc plus facilement utilisables en présence d’ADN dégradé.
La technique des RFLP a quant a elle progressivement laissée sa place aux

techniques de PCR, plus rapides et moins couteuses.

C. Microsatellites (STR)

Les microsatellites, autrement appelés STR (Short Tandem Repeat) ou SSR
(Répétition de Séquences Simples) en frangais, sont a linstar des VNTR des
séquences répétées en tandem de nucléotides, entre 1 et 6 le plus souvent (11).

lls sont abondamment présents dans les génomes eucaryotes que ce soit au niveau
de '’ADN codant ou non codant.

Leur utilité en biologie moléculaire repose sur leur caractere trés polymorphique.

En effet, de la méme maniére que pour les VNTR, la particularité des STR est que leur
taille, due a la variation du nombre de répétitions, varie entre les individus, créant des
alléles différents.

lls sont représentés sous la forme (X)n. X étant la séquence répétée et n le nombre de
répétitions.
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L’étre humain étant diploide (ayant deux jeux de chromosomes), chacun de nous peut
donc avoir pour chaque locus deux alléles différents, I'hétérozygotie, ou deux alléles
identiques, I'hnomozygotie.

De part et d’autre de chaque séquence répétée se trouve des régions flanquantes, des
séquences de nucléotides identiques a chaque individu.

Ces séquences permettront I'appariement d’amorces lors de I'amplification par PCR
des STR.

@7 Chromosome

Fibre chromosomique

ADN double brin

e e e —— e e—

séquence Hancuants microsatellite (TTA) séquence Hanquante
untque gauche 8 urnque drote

Figure 4 : Structure des microsatellites (12)

Bien que trés polymorphe, le nombre d’alleles pour chacun des STR est relativement
faible (une trentaine au maximum). Ainsi une comparaison ADN ne pourra se baser
sur 'analyse d’un seul locus.

En France une analyse ADN s’effectue aujourd’hui sur un nombre de loci compris entre
21 et 26 (13) et la probabilité d’avoir une correspondance entre deux personnes
différentes est d’'une sur plusieurs milliards pour un profil génétique complet.

La nature multi-allélique des STR en fait donc des marqueurs génétiques de choix lors
d’analyse ADN.

Pour des raisons Iégales, ces analyses ne concernent que des STR situés sur des

régions non-codantes de 'ADN (hormis le marqueur du sexe).
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Pour chaque microsatellite, la fréquence du nombre de répétitions varie dans la
population, principalement en fonction de 'origine ethnique.

Il existe trois difféerents types de STR, classés en fonction du type de répétitions :
simples, composés ou complexes (14).

Un STR simple est une répétition a I'identique d’'un motif un certain nombre de fois.
Ex : (CA)e.

Un STR composé est 'association de deux motifs répétés.

Ex: (GT)2(TG)1o.

Un STR complexe n’a pas de modéle d’ordre défini.

Ex: (CAA)s + (TG)2+ AC + (TTA)4

La lecture de la longueur des microsatellites s’effectue le plus souvent par analyse

PCR suivi d’'une électrophorése capillaire (15).

D. SNP (Single Nucleotid Polymorphism)

Les SNP sont des mutations ponctuelles au sein du génome caractérisées par la
substitution d’'un nucléotide par un autre.

Abondantes dans le génome, ces mutations se produisent en moyenne toutes les
1.000 paires de bases, ce qui représente environ 3.000.000 de SNP dans I'ensemble
du génome.

Les SNP représentent donc le polymorphisme le plus courant chez ’homme.

Selon la localisation du SNP, le polymorphisme peut entrainer diverses conséquences
au niveau phénotypique. Un polymorphisme au niveau d’'une région codante de 'ADN
peut provoquer l'altération de la synthése d’'une protéine, au niveau structurel ou
fonctionnel.

Cependant, la plupart des SNP sont localisés dans des régions non codantes et n’ont

donc pas d’'impact au niveau phénotypique.
Ces derniers sont donc des marqueurs génétiques trés utiles en médecine, pour

étudier la susceptibilité d’'un patient a développer certaines pathologies génétiques, en

criminologie ainsi que pour la réalisation de test de paternité.
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Figure 5 : Exemple de SNP (16)

Lors d’analyse sur des échantillons d’ADN dégradés, la longueur des fragments
résiduels est trés variable et peut n’étre que d’'une dizaine ou centaine de paires de
bases, or celle des STR va jusqu’a 400pb. Ainsi, lorsque I'ADN est dégrade, les
microsatellites ne pourront généralement pas tous étre étudiés.

L’intérét des SNP vis-a-vis des microsatellites et des minisatellites réside
principalement dans le fait que la longueur des fragments d’ADN nécessaires est
réduite.

Cependant, le principal inconvénient est que ce sont la plupart du temps des
marqueurs bialléliques (17) fonctionnant selon un systéme binaire : soit le nucléotide
de référence est présent, soit il est substitué par un autre nucléotide précis. Par
exemple dans une séquence, une adénine peut étre substituée par une cytosine, sans
qu’il existe d’'individus ou I'adénine est substituée par une guanine ou une thymine.
Dans de rares cas, les SNP peuvent étre tétra-alléliques, ou par exemple une cytosine
peut étre substituée aussi bien par une adénine, une thymine ou une guanine.

A linverse, le nombre d’alleles différents pour chaque microsatellite peut-étre de
plusieurs dizaines.

Cette propriété des SNP leur confére donc un pouvoir discriminant moindre comparé
aux STR, palliée par I'analyse d’un nombre plus important de SNP. Avec une
fréequence de 50% en moyenne pour chaque allele, on considére qu’il faut environ 5
SNP pour obtenir un pouvoir discriminant équivalent a celui d’'un STR.

Ce qui correspond a une étude de 50 a 100 SNP nécessaires par test génétique (9).
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E. L’ADN mitochondrial

Les mitochondries sont de petits organites présents en centaine voire en plusieurs
milliers d’exemplaires dans les cellules, leur nombre variant selon la fonction cellulaire.
Leur réle principal est de fournir I'énergie nécessaire au fonctionnement de la cellule
dans laquelle elles se trouvent par la production de I'ATP (18).

Contenu dans les mitochondries, 'ADN mitochondrial (ou ADNmt) est beaucoup plus
court que '’ADN nucléaire, avec une longueur de 16.569 paires de bases (19). Il est
également bicaténaire mais de forme circulaire et non hélicoidal.

La transmission de 'ADNmt ne se fait que par la meére, les mitochondries du
spermatozoide étant détruites lors de la fécondation.

La conséquence de ce mode de transmission non-mendélien est que les ADNmt de
tous les membres d’une fratrie seront identiques.

Le génome mitochondrial ne contient que 37 génes et ne code que 13 protéines (20).
La séquence étant trés courte, elle ne posséde pratiquement pas de région non-

codante, a I'exception de la D-Loop (Displacement-Loop).
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Figure 6 : Représentation de ’ADN mitochondrial (21)

Les analyses de ’'ADN mitochondrial se basent essentiellement sur I'étude des SNP
de la partie non codante (22).
La D-Loop posséde trois portions hypervariables appelés HV1, HV2 et HV3 (19).
Additionnées, elles sont d’une longueur d’environ 800pb et représentent les régions
étudiées lors d’analyse d’ADNmt.
La particularité de ’ADNmt par rapport a 'ADN nucléaire est sa capacité a mieux
résister aux différentes agressions environnementales et a persister durablement dans
le temps grace aux parois résistantes des mitochondries.
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De plus, on dénombre plusieurs centaines de mitochondries par cellules en moyenne,
chacune contenant plusieurs dizaines d’ADNmt.

A contrario, 'ADN nucléaire n’est présent qu’en deux exemplaires dans les cellules,
I'étre humain étant diploide. |l peut également ne pas étre présent dans le cas des
cellules dépourvues de noyau (ex : les hématies) ou en un unique exemplaire dans les
gameétes. Il sera davantage soumis aux dégradations enzymatiques ou a I'oxydation.
Lors de découvertes de traces ADN infimes ou de corps trop anciens ou trop dégradés,
I'analyse du génome mitochondrial sera parfois la seule solution possible .

L’analyse de TADNmt se fait exclusivement par PCR suivi d’'un séquencgage des trois
portions hypervariables, c’est-a-dire par détermination de I'ordre d’enchainement des
nucléotides d’'un fragment d’ADN (22).

Le mode de transmission exclusivement maternel de ’ADN mitochondrial ne permet
gu’un nombre limité d’indications en médecine Iégale. Celui-ci a pour conséquence un
ADN mitochondrial identigue au sein dune lignée maternelle et un faible
polymorphisme exclusivement di aux mutations pouvant se transmettre au fil des
générations.

L’ADNmt permet par exemple l'identification d’'un cadavre par comparaison avec celui

d’'un membre de sa famille issue de sa lignée maternelle.

F. Le chromosome Y

Le chromosome Y est a l'inverse du chromosome X et des chromosomes autosomaux,
uniquement présent chez les individus masculins. Il est donc transmis de pére en fils.
A l'instar de TADNmt, il n’y a presque pas de recombinaisons au fil des générations et
les seules modifications entre individus sont le résultat des différentes mutations en
cours de I'évolution.

Seules des petites portions situées sur les téloméres des chromosomes Y (également
appelées régions pseudo-autosomiques) sont susceptibles d’étre échangées avec

celles des chromosomes X lors de la méiose (23).
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Figure 7 : Schéma du chromosome Y (23)

Jusqu’au début des années 90, la seule application de I'analyse du chromosome Y
était la détermination du sexe d’un individu par étude de la longueur du premier intron
du géne de I'amélogénine (106pb pour le Ch X contre 112pb pour le Ch Y) (24).
Depuis, il présente un plus grand intérét, tout d’abord dans I'étude des populations et
des migrations en généalogie, mais également en médecine Iégale via I'étude des
marqueurs multi alléliques STR et des marqueurs bi alléliques SNP.

L’intérét majeur en médecine légale réside dans les mélanges d’ADN. Par exemple
lors d’un viol le sperme de 'lhomme se mélange aux cellules de la femme et il est assez
difficile d’isoler les deux ADN. L’utilisation de marqueurs spécifiques aux STR du
chromosome Y permet donc I'amplification exclusive des marqueurs de lindividu
masculin lors de la PCR (25). Le chromosome Y permet également la réalisation de
test de paternité ou de filiation avec un autre individu male de la famille.

L’analyse du chromosome Y a un pouvoir discriminant moindre comparé a celui des
chromosomes autosomaux. Ceci est la conséquence de I'absence de recombinaison
au fil des générations.

Les analyses se portent généralement sur I'étude d’une vingtaine de microsatellites
choisis par la communauté scientifique internationale qui permettent de déterminer un
haplotype. Il posséde un pouvoir discriminant supérieur a celui de TADNmt (26).

Tout comme '’ADNmt, les analyses portant sur le chromosome Y ont davantage un

pouvoir d’exclusion que d’inclusion.
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En effet, le profil génétique d’un individu issu du chromosome Y sera identique aux
autres hommes d’une fratrie ainsi qu’a d’autres personnes de la population générale.
Cependant, si I'haplotype du chromosome Y présent dans une trace retrouvée ne
correspond pas a celui d’'un suspect, il sera alors possible d’affirmer avec certitude que

cette trace ne provient pas du suspect.

[ll. Les analyses ADN

A. Prélevements

1. Sang

Le sang présente une phase liquide appelé plasma et une phase solide contenant
entre autres les globules rouges (ou hématies), les globules blancs (ou leucocytes) et

les plaquettes.

Il est généralement visible a I'ceil nu mais peut également étre latent dans le cas ou il
aurait été nettoye.

Les prélévements s’effectuent a I'aide d’écouvillons stériles placés au contact direct
des traces.

Lorsque les traces ne sont pas visibles a I'ceil les techniciens de polices scientifiques
ont recours a des produits chimiques afin de mettre en évidence le sang par
chimiluminescence.

Le systéme le plus utilisé est le BlueStar®, une solution a base de luminol et de
peroxyde d’hydrogéne que les enquéteurs pulvérisent sur les surfaces suspectées
d’avoir été tachées de sang. L’hémoglobine présente dans le sang va alors catalyser
une réaction d’oxydation entre le luminol et le peroxyde d’hydrogéne. Cette réaction
va produire différentes molécules dans un état excité qui vont émettre des photons

visibles a I'ceil nu avec une longueur d’onde proche de l'ultraviolet (23, 24).
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Figure 8 : Photographies de taches de sang avant et aprés test au BlueStar® (27)

La quantité d’hémoglobine nécessaire pour catalyser cette oxydation étant trés faible,
il sera alors possible mettre en évidence des traces de sang nettoyées (28).

Le principal inconvénient du BlueStar® est I'apparition de faux positifs pouvant survenir
lors de pulvérisation sur des surfaces contenant par exemple des traces de javel ou
de produits détergents chlorés. Cela peut cependant mettre en évidence une tentative
antérieure de nettoyage de sang.

Bien que la pulvérisation du produit provoque une dilution du sang, 'avantage du
BlueStar® est de ne pas altérer 'ADN présent dans les taches de sang a condition que

I'exposition ne soit pas trop prolongée (29).

2. Salive

La salive est un fluide secrété par les glandes salivaires : les parotides, les glandes
submandibulaires, les glandes sublinguales ainsi que les glandes accessoires.
Composée a 99% d’eau, elle contient de nombreux électrolytes et protéines. Elle a
pour rble la lubrification des muqueuses tapissant la cavité buccale, la digestion des
aliments et posséde des propriétés antibactériennes.

En médecine légale, la salive peut étre prélevée en contact direct avec les muqueuses
buccales d’un individu ou sur des surfaces ayant été en contact avec celle-ci telles que
des aliments, des mégots ou des chewing-gums.

C’est le liquide biologique le plus couramment utilisé par la police pour établir le profil
ADN d’un individu (30).

Lors d’un prélevement de salive chez un individu, la police et la gendarmerie utilisent

dans la majorité des cas un kit FTA (Fast Technology for Analysis).
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Figure 9 : Photographie d’un kit FTA (31)

Le prélevement d’ADN salivaire chez un suspect par kit FTA consiste en I'utilisation
d’une tige stérile en coton frottée pendant plusieurs secondes sur la muqueuse interne
des joues afin de racler et de recueillir les cellules superficielles de la muqueuse (32).
La tige est ensuite posée en contact avec un papier cellulosique imbibé de
réactif permettant ainsi la fragmentation des cellules et la libération de 'ADN.

Le papier est pour finir conditionné dans une enveloppe, sous scellé et envoyé dans
un laboratoire afin d’établir 'empreinte génétique de l'individu.

Le principal avantage de cette technique est qu’'elle permet d’éviter une étape
ultérieure d’extraction et de purification de I'’ADN en laboratoire ainsi qu’une
conservation a température ambiante (33). Son faible colt et sa simplicité d’utilisation

en fait donc une technique de choix pour les enquéteurs.

Concernant la salive a I'état de traces sur une surface, le test Phadebas® permet la
mise en évidence de 'alpha-amylase contenue dans la salive via I'utilisation d'amidon
auquel est rattaché un colorant bleu.

En cas de présence de salive, 'enzyme va digérer 'amidon, révélant une coloration

bleue, la trace sera alors récupérée avec un écouvillon stérile (34).

3. Sperme

Le sperme est constitué du liquide séminal ainsi que de différentes cellules, telles que
les spermatozoides, des polynucléaires, des cellules souches ou des cellules
epithéliales.

Il présente également des éléments nourriciers pour les spermatozoides comme du
Zinc, de la Vitamine C et B12 et des sels minéraux. On note aussi la présence de
phosphatase acide, une hydrolase présente dans tous les fluides biologiques mais se

trouvant en proportion nettement supérieure dans le sperme.
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Cette enzyme présente un role majeur dans la détection du sperme a I'état de trace
sur des éléments mis sous scellés.

Lorsque le sperme ne peut pas étre mis en évidence par examen visuel direct, il est
possible d’utiliser un produit chimique : I'alpha naphthylphosphate.

L’élément contenant une trace, un morceau de tissu par exemple, est pressé entre
deux feuilles de papier absorbant humidifié afin d’y transférer la phosphatase acide.
De l'alpha naphthylphosphate est ensuite vaporisé sur ces feuilles, en cas de présence

de I'enzyme et donc de sperme, elles prendront une coloration violette (35).

X
T\

Figure 10 : Détection de la phosphatase acide a des concentrations différentes
(36)

Cet examen d’orientation a cependant des limites. La présence d’éléments étrangers
sur la piéce a étudier tels que certains jus de fruits peuvent entrainer des faux positifs
(37). De méme, des faux négatifs sont possibles, la phosphatase acide se dégradant
rapidement.

Un autre moyen de mettre les traces de sperme en évidence est le Bluestar® identi-
PSA, permettant la détection de la PSA, une protéine synthétisée exclusivement par
la prostate. Le Bluestar® PSA est composé d’anticorps monoclonaux, induisant la
formation de complexes antigénes-anticorps. En cas de réaction positive, une bande

colorée violette apparait sur le boitier de test (38).
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4. Cheveux

Les cheveux sont des éléments fréquemment retrouvés sur les scénes de délits ou de

crimes.

Un cheveu est constitué de deux parties principales :

- Le bulbe, partie invisible du cheveu et situé dans le derme. Celui-ci est relié a la
vascularisation, permettant les apports en oxygéne et nutriments nécessaires a sa
croissance.

- La tige, élément constitué principalement de kératine. Cette kératine nait de la mort
des kératinocytes, cellules qui en mourant vont perdre leur noyau mais conserver leurs
mitochondries.

Lors d’'une chute naturelle ou de la coupe d’un cheveu, il ne sera généralement pas
possible d’extraire de ’ADN nucléaire de celui-ci, que le bulbe soit mort ou non présent.
Dans les rares cas ou de '’ADN nucléaire est encore présent, celui-ci est généralement
trop dégradé ou en quantité trop faible pour permettre I'obtention d’un profil génétique
(39).

Cependant, il sera souvent possible d’en extraire ’ADN mitochondrial.

Siun cheveu est arraché, une analyse de I’ADN nucléaire sera possiblement réalisable
si le bulbe est toujours présent. Cela dépendra principalement du stade de croissance

lors de I'arrachage du cheveu.

5. Traces de contact

Avec l'évolution rapide des techniques d’analyse et la quantité d’ADN nécessaire
diminuant, les fluides corporels et les éléments pileux ne sont plus systématiquement
indispensables afin d’établir un profil génétique.

Le nombre de scellés contenant de 'ADN de contact étant extrémement important,
cela a pour avantage de fournir des empreintes dans un nombre de cas croissant.
L’objectif est de recueillir des cellules, le plus souvent épithéliales, qu’un individu
déposerait sur une surface avec laquelle il entre en contact via une partie de son corps
telle que sa main, son pied, ou ses joues par exemple, dans le but d’établir un profil
ADN (40).

La surface en question peut aussi bien étre solide (poignée de porte, arme, etc...),
plus souple (vétement, oreiller) ou méme étre la peau d’'un autre individu lors par

exemple d’'un coup porté.
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La technique de prélevement de ces traces de contact consiste en I'utilisation d’'un
écouvillon stérile humidifié, frotté directement en contact de la surface.

Une fois la collecte terminée, 'emballage des écouvillons est directement refermé afin
d’éviter toute contamination par l'air ambiant et envoyé en laboratoire pour
I'amplification PCR.

L’exploitation des traces de contact présente cependant différents risques. Le premier
est la possible contamination du matériel génétique par I'environnement mais le
principal risque est la possibilité de transfert d’ADN.

En cas de contact d’'un objet ou d’une partie du corps, ayant préalablement été en
exposé a un autre ADN, avec une surface, il est possible d’y laisser des traces de cet
ADN (41).

Par exemple, si un individu A serre la main a un individu B, puis que l'individu B touche
une poignée de porte, il sera alors éventuellement possible de retrouver des traces sur
cette poignée de 'ADN de l'individu A.

En effet, les techniques actuelles d’analyse étant de plus en plus sensibles, la
présence d’un trés faible nombre de cellules épithéliales suffit pour étre amplifié par
PCR puis détecté.
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Figure 11 : Différents modes de transfert d’ADN (42)

6. Les dents
a) Le réle des dents en médecine légale

L’odontologie a pris au fil des années une importance au sein de la médecine légale.
Les dents sont parfois les derniers éléments d'un corps humain permettant son

identification.
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Bien que les traces d’ADN qu’elles contiennent peuvent permettre d’identifier un
cadavre, il est également possible d’identifier un corps par une comparaison de son
schéma dentaire avec celui d’'un ou plusieurs individus connus via l'utilisation de
dossiers meédicaux.

Différents supports pourront étre a la disposition de I'expert médico-légal avec les
lesquels il sera capable d’affirmer ou non la correspondance entre les restes dentaires

retrouvés et les éléments d’un dossier médical.

¢ Les éléments anatomiques
o Anomalie de structure
o Anomalie de nombre
o Anomalie de position
e Les éléments pathologiques
o Lésions carieuses
o Traumatismes
o Dents extraites
o Parodontopathies
e Les restaurations
o Restaurations conservatrices (composites, amalgames, CVI...)
o Restaurations prothétiques fixes (couronnes métalliques ou céramiques,
bridges...)
o Restaurations prothétiques amovibles (prothése amovible partielle

résine ou avec chassis métallique, prothése amovible compléte)

En cas d’absence d’éléments ante-mortem permettant une analyse comparative,
'expert pourra étre en mesure de réaliser une analyse estimative dans le but de
récolter le maximum d’information sur la personne par I'analyse des dents et du
parodonte (43).

e Estimation de I'age

e Estimation du sexe

e Estimation de I'origine ethnique

e Estimation des habitudes de vie
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b) Prélevement de 'ADN

Le principal avantage de la dent en médecine légale est sa résistance aux conditions
extrémes, que ce soient les fortes températures, 'humidité ou les variations de pH.
Contrairement aux dents, I'os est un tissu certes trés minéralisé mais également
poreux ; il n'est donc pas a I'abri des contaminations par de '’ADN exogéne ou des
inhibiteurs de PCR pouvant étre contenus dans les sols. Ainsi les dents sont un
excellent outil dans la recherche d’ADN ancien (44).

Plusieurs méthodes existent afin d’extraire I'ADN pulpaire. Cependant, elles
nécessitent toutes des conditions d’asepsie rigoureuses et une décontamination de la
surface dentaire que ce soit par une exposition a des rayonnements UV, par l'utilisation
d’hypochlorite de sodium ou en éliminant les couches les plus superficielles de la dent
(33).

Dans le cas d’'une dent sur laquelle un traitement endodontique a été réalisé, la
persistante de débris cellulaires au sein des tubuli dentinaires permet dans certains
cas une analyse de ’ADN.

La qualité et la quantité d’ADN pouvant étre exploité dépendra donc de la technique

d’extraction du matériel génétique.

. Le crushing ou broyage
Cette technique consiste a broyer entierement la dent. Le broyat est ensuite décalcifié
par EDTA puis rincé. La sensibilité fine de la PCR permet I'exploitation de ’ADN malgré
le fait qu’il puisse étre endommagé par cette méthode. Le principal inconvénient est la

perte de toute la morphologie dentaire.

. Le cryo-broyage
Tout comme le crushing, cette méthode permet de réduire la dent en fine poudre.
Cependant, elle est précédée d’'un refroidissement de la dent via de I'azote liquide
dans le but d’en faciliter le broyage. Cette technique est plus rapide mais n’écarte pas

les risques de dégradation du matériel génétique.

. La fracture horizontale

La section horizontale de la dent permet un prélévement direct de la pulpe camérale.
On réalise pour cela une incision transversale en fonction de I'anatomie de la dent

sans atteindre la cavité pulpaire.
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Puis a l'aide d’'un syndesmotome droit placé au niveau de l'incision, on effectue un
mouvement luxation afin de fracturer la dent et d’accéder a la pulpe.
Le matériel génétique pouvant étre recueilli est cependant moins important que pour

une fracture verticale car cette méthode ne permet pas un accés a la pulpe radiculaire.

e La fracture verticale
Cette méthode est réalisée dans le but d’accéder a la fois a la pulpe camérale et
radiculaire. Le trait d’incision dépendra de la morphologie de la dent étudiée.
Pour les dents monoradiculées et les prémolaires maxillaires, l'incision sera réalisée
de la face vestibulaire a la face linguale ou palatine.
Pour les molaires maxillaires, le trait d’incision passera entre les deux racines
vestibulaires et abordera la racine palatine par sa face vestibulaire.
Pour les molaires mandibulaires, l'incision débutera par |la face mésiale, en passant
entre les deux canaux de racine mésiale puis se prolongera jusqu’a la face distale.
Afin de préserver 'ADN, l'incision n’atteindra pas directement |la cavité pulpaire. Elle
sera suivie d’'une étape de fracture réalisée a I'aide d’'un syndesmotome introduit au

niveau du trait de fracture avec lequel on exercera un mouvement de luxation.

La pulpe dentaire en ensuite récupérée a I'aide d’une curette.

Figure 12 : Photographies d’une fracture d’'une molaire maxillaire (33)

B. Extraction de 'ADN

1. Extraction au phénol — chloroforme

Une analyse génétique nécessite une étape indispensable d’extraction de 'ADN afin
d’éliminer tous les composants d’'un échantillon pouvant potentiellement contaminer et
dégrader 'ADN et ainsi ne garder que celui-ci. La méthode utilisant le phénol et le
chloroforme a initialement été développé en 1987 par Chomczynski et Sacchi (45) et

est toujours fréequemment utilisée aujourd’hui.
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L’échantillon est tout d’abord plongé dans un tube contenant une solution permettant
la lyse des cellules et ainsi la libération de ’ADN du noyau et des mitochondries. On
utilise le plus souvent pour cela un détergent (SDS) et un chélatant (EDTA) (46).
Deux étapes successives sont ensuite réalisées pour permettre I'extraction :

Ajout de phénol : Il est utilisé pour dissocier les acides nucléiques des protéines liées

a 'ADN en dénaturant les protéines. L’étape de centrifugation qui suit permet la
séparer de I'échantillon en 3 phases :
¢ Une phase aqueuse en surface contenant ’ADN
¢ Une interphase composée de protéines
¢ Une phase organique inférieure contenant le phénol et les lipides
Seule la phase aqueuse superficielle sera conservée.
Ajout de chloroforme : Afin d’éliminer les résidus de phénol présent dans la phase

aqueuse.
De I'éthanol ou de lisopropanol et du NaCl sont ensuite ajoutés a la phase aqueuse
afin de précipiter TADN. Une nouvelle centrifugation est réalisée dans le but d’isoler
I’ADN précipité dans le fond du tube et d’éliminer le surnageant.

L’ADN purifié est alors conservé a 4°C pour un stockage a court terme ou a -20°C pour

un stockage a long terme.
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Figure 13: Schéma des différentes étapes d’extraction d’ADN au

phénol/chloroforme (47)
L’avantage de ce protocole est sa simplicité de réalisation ; de plus le phénol permet
une dénaturation rapide des protéines. Cependant il existe un risque de contamination

dd aux nombreuses manipulations et transferts de tubes.
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L’utilisation de produits corrosifs et toxiques nécessite du matériel de travail adapté et

des mesures de protections du personnel.

2. Extraction par chromatographie sur colonne de silice

L’extraction de 'ADN sur des colonnes en silice est une méthode d’extraction en phase
solide.

La silice posséde des propriétés permettant sa liaison a 'ADN. Elle est chargée
positivement, lui procurant ainsi une grande affinité envers la charge négative du
matériel génétique.

Comme dans la plupart des méthodes d’extraction de '’ADN, les cellules sont tout
d’abord lysées, par utilisation d’'un détergent tel que SDS ou Triton X-100.

Une fois les cellules lysées, I'échantillon est ajouté a l'intérieur du tube contenant la
membrane de silice, celle-ci est ensuite nettoyée de ses impuretés par des lavages
successifs a I'éthanol afin de ne pas décrocher 'ADN. Ce dernier est enfin élué par

I'utilisation d’une solution tampon ou d’eau distillée stérile.

Spin column extraction
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microcentrifuge Binding Washing Elution
tube

Figure 14 : Schéma d’extraction de ’ADN par chromatographie sur colonne de
silice (48)

A linverse de la méthode phénol/chloroforme, cette technique ne nécessite pas
I'utilisation de produits toxiques et présente un protocole beaucoup plus rapide (entre
40 minutes et 1 heure). Le risque de contamination est également moindre grace au
faible nombre de transfert des échantillons (49).
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C. Méthodes d’identification

1. Southern Blot

La technique du Southern Blot a été inventé en 1975 en Angleterre par le Pr. Edwin
Southern. Elle permet I'étude et la visualisation de fragments d’ADN par l'utilisation

d’enzymes de restriction.

a) Principe (50)
(1) Enzymes de restriction

L’ADN extrait est tout d’'abord fragmenté par des enzymes de restriction afin d’en
obtenir plusieurs petites portions précises.

Les enzymes de restriction sont des protéines capables de cliver TADN au niveau de
sites précis du génome correspondant a une succession de nucléotides spécifiques.

(2) Electrophorése sur gel d’agarose

Dans une cuve contenant du gel d’agarose vont étre plongées deux électrodes (une
anode et une cathode) afin de produire un courant électrique. Les molécules déposées
vont migrer dans le gel selon leur charge électrique.

Les fragments obtenus par clivage enzymatique vont étre déposés dans des puits a
I'extrémité du gel d'agarose au niveau de la cathode. L’ADN étant chargé

négativement, ces fragments vont migrer vers I'anode.

Les échantillons vont alors se déplacer plus ou moins rapidement selon leur poids et
donc selon leur taille, les petits échantillons migreront plus rapidement que les grands
qui eux sont davantage retenus dans le gel d’agarose.

L’électrophorése sur gel d’agarose nécessite I'utilisation d’'une solution tampon afin de
garder un pH optimal et de faciliter la migration des fragments d’ADN. Il sera possible
de quantifier le nombre de paires de bases de ces derniers en faisant migrer en
paralléle, dans un autre puit, un marqueur de taille dans un autre puit, c’est-a-dire un
fragment d’ADN ayant une taille préalablement déterminée.

La migration de I'’ADN est suivie d’'une dénaturation par de la soude NaOH dans le but

de séparer les deux brins formant la double hélice.
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(3) Hybridation

L’électrophorése est suivie d'un transfert de 'ADN du gel d’agarose vers une
membrane en nitrocellulose ou en nylon, ce qui permet une manipulation plus aisée et
facilite I’hybridation ultérieure.

Ce transfert se fait par phénomeéne de capillarité. Le gel d’agarose est recouvert par la
membrane de nitrocellulose ou de nylon, qui sera elle-méme recouverte de plusieurs
couches de papier absorbant Whatman. La solution présente dans la cuve sera alors

absorbé par le papier tandis que 'ADN sera retenu par la membrane.

Southern blot

(40 Transfer of DMAfrom gel to membrane
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Figure 15 : Différentes étapes d’'un Southern Blot (51)

La membrane supportant les fragments monocaténaires est récupérée et mise en
contact avec des sondes complémentaires constituées de nucléotides marqués avec
des radio-isotopes ou de fluorophores. Les sondes en excés seront éliminées par
plusieurs lavages successifs.

En cas d'utilisation de radioisotopes, la visualisation se fait par autoradiograhie.

Le Southern Blot présente un protocole relativement long. Utilisé dans les années 90,

il a progressivement été remplacé par la PCR.
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b) Limites

En médecine légale, le Southern Blot fut majoritairement utilisé dans les années 80 et
90 en étudiant les variations de longueurs des VNTR afin de réaliser des empreintes
génétiques ou des tests de parenté. Il nécessite cependant une quantité d’ADN
relativement importante, empéchant par exemple sa réalisation sur des dents
anciennes.

Cette technique colteuse fut progressivement remplacée par la PCR, bien plus rapide

et nécessitant des quantités d’ADN beaucoup plus faibles.

2. Polymerase Chain Reaction (PCR)
a) Principe

La PCR est une technique inventée en 1986 par Kary Mullis. Elle permet I'amplification
in vitro de séquences d’ADN par réplications successives dans le but d’en obtenir un
nombre important de copies. Les fragments amplifies par PCR sont nommés
amplicons.

L’amplification nécessite I'utilisation d’'un grand nombre de composants biologiques,
dont des couples d’amorces nucléotidiques d'une taille comprise entre 15 et 25
nucléotides. Ces amorces doivent pouvoir s’hybrider aux extrémités des séquences
d’ADN monocaténaire que I'on souhaite amplifier. Il est donc nécessaire de connaitre
les séquences nucléotidiques des régions flanquantes afin de pouvoir synthétiser les
amorces correspondantes. Cela ne pose plus probléme depuis le développement des
techniques de séquencgage.

A la suite de I'hybridation d’amorces sur les brins d’ADN, la synthése du brin
complémentaire est permise par la Taq polymerase, une ADN polymerase.

De nombreux nucléotides (sous forme de dNTP) devront également étre présents

dans le milieu réactionnel pour permettre la synthése des nouveaux amplicons.
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b) PCR standard (52)

La PCR est une technique constituée de trois étapes majeures répétées autant de fois
que nécessaires :
e La dénaturation : A environ 95°C, permet le passage d’'un ADN bicaténaire a
des molécules d’ADN monocaténaires.
e L’hybridation: Entre 40°C et 65°C, les amorces complémentaires des
séquences spécifiques de ’ADN se fixent.
e L’élongation : A 72°C, la Tag polymerase synthétise le brin complémentaire a
partir des amorces en utilisant les dNTP présents dans le milieu.

Amorces
spécifiques

Dénaturation
94°-97°C

Elongation

Température

\ Hybridation

=54°C

f
,

Matrice d’ADN extrait af

partir de prélévements/

Cycle répété X fois

Temps

Figure 16 : Différentes étapes d’'une PCR (53)

A chaque nouveau cycle, les brins d’ADN synthétisés lors du cycle précédent serviront
de support pour la synthése de nouveaux brins complémentaires.

Cette réaction en chaine permet d’obtenir de fagon rapide une grande quantité d’ADN
a partir d’'un petit échantillon en multipliant par deux le nombre de fragments d’ADN
cibles présents a chaque cycle. On obtient donc une quantité d’ADN multipliée par 2".
n étant le nombre de cycles réalisés. Par exemple, apres une PCR de 25 cycles, la
quantité d’ADN présente sera multipliée par 22°, donc par 33.554.432.

Afin d’évaluer la présence ou I'absence d’amplicons synthétisés, une électrophorése
sur gel d’agarose suivie d’'une visualisation au bromure d’éthydium peut étre réalisée.

Le risque d’'une PCR est d’amplifier de 'ADN contaminant.
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Lors du prélevement ou lors de la réalisation de la PCR, il est possible que de 'ADN
exogene (environnement, matériel ou technicien de laboratoire) se mélange a celui
etudié. Il y aura alors I'apparition de pics indésirables au moment de la réalisation de
I'empreinte génétique. Ainsi les conditions de travail du personnel de laboratoire sont

trés strictes (combinaisons intégrales, gants et matériel stérile, etc...).

c) PCR en temps réel (QPCR) (54)

La PCR en temps réel est une technique permettant le suivi de la quantité d’ADN
amplifiée au cours de la réaction.
Elle est basée sur la détection de molécules fluorescences: lintensité est
proportionnelle au nombre d’amplicons générés durant la PCR. La mesure de la
fluorescence a chaque cycle permet généralement [l'obtention d'une courbe
comprenant 4 phases :
e Phase d’initiation : la quantité de signal fluorescent est trop faible pour étre
visualisée
¢ Phase exponentielle : le seuil de détection de fluorescence est franchi
e Phase linéaire : un des réactifs utilisés est en nombre limitant et la quantité
d’amplicons néoformée diminue
e Phase de plateau : La réaction s’arréte a cause de I'absence compléte d’'un
des réactifs
Cycle seuil (Ct) :
Le cycle seuil (ou threshold cycle) correspond au nombre de cycles nécessaire pour

que le signal de fluorescence sorte du bruit de fond et devienne significatif. Ce
parametre apparait durant la phase exponentielle. Plus la quantité initiale d’ADN est

faible, plus le Ct sera tardif et inversement.
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Figure 17 : Courbe d’amplification par PCR en temps réel (55)

Il existe deux grandes techniques permettant la quantification en temps réel du nombre
de fragments d’ADN, le SYBR Green et le Tagman (56).

e Le SYBR Green
Le SYBR Green est un agent intercalant se liant aux molécules d’ADN double brin
dont la fluorescence augmente lors de la liaison. L’obligation principale du SYBR
Green est de ne pas interférer avec la réplication de 'ADN. L’augmentation de la
fluorescence se produit lors de la phase d’élongation puis décroit a chaque étape de

dénaturation. Ainsi, les mesures sont effectuées a la fin de chaque étape d’élongation.

e Le Tagman

Cette technique nécessite I'utilisation de sondes oligonucléotidiques d’hybridant avec
une séquence cible de I'ADN dénaturé. Ces sondes sont constituées d’un
fluorochrome émetteur a l'extrémité 5 et d’'un fluorochrome suppresseur appelé
Quencher a I'extrémité 3’. En 'absence d’hybridation, le Quencher absorbe I'énergie
et provoque ainsi 'absence d’émission de fluorescence.

Lors de la phase d’élongation, la Taqg polymerase va venir hydrolyser la sonde a son
extrémité 5’ et libérer ainsi le fluorochrome émetteur. Cette libération provoquera donc

I’émission de la fluorescence.
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Figure 18 : Schémas d’un SYBR Green et d’'un TagMan (56)

La PCR en temps réel est donc intéressante car elle permet une quantification de

I’ADN et d’éviter un traitement post-PCR a I'inverse de la PCR standard.

d) PCR multiplex (52)
La PCR multiplex est une technique de PCR permettant 'amplification de plusieurs

fragments d’ADN simultanément. Elle nécessite donc la présence dans le milieu
réactionnel de plusieurs couples d’amorces spécifiques de chacun des fragments
etudiés. La PCR multiplexe permet donc un gain en temps et en colt important.

e) Avantages et inconvénients
Le développement de la PCR a marqué un tournant dans la réalisation des empreintes

génétiques en médecine légale.

La quantité d’ADN minimale nécessaire pour étre étudiée est d’environ 1ng pour une
PCR et il n’y a pas de nécessité d’utilisation d’enzymes de restriction ou de sondes.
L’autre avantage est le gain de temps important. En, effet une PCR ne dure en
moyenne que 2 ou 3 heures selon le nombre de cycles réalisés.

Cependant, elle n'est pas a 'abri des contaminations, et tout ADN exogéene peut venir
interférer dans la réaction d’amplification et fausser I'analyse.
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3. Réalisation des empreintes génétiques de nos jours

Aujourd’hui, la technique la plus couramment utilisée pour la réalisation des
empreintes génétiques est celle de la PCR multiplex suivi d’'une électrophorése

capillaire (57).

a) PCR
Un échantillon d’ADN est tout d’abord prélevé puis purifié si nécessaire.

Une PCR multiplex est ensuite réalisée afin d’amplifier les régions de I’ADN utiles pour
la réalisation de I'empreinte génétique.

Ce sont les difféerentes amorces utilisées qui permettent une amplification de sites
précis et non pas une amplification de 'ADN en totalité. Ces régions d’ADN
contiennent des STR du génome dont le nombre et la localisation (locus) définis par
la loi.

Depuis 2018, le nombre de loci pouvant étre analysé compris entre 21 et 26.

La liste est établie par l'article A38 du code de procédure pénale (13).

Ce sont ensuite les laboratoires qui achétent des kits d’analyse auprés de
fournisseurs.

A titre d’exemple, 'IGNA étudie 24 marqueurs génétiques.
Aux couples d’amorces sont associés des fluorochromes de différentes couleurs afin

de détecter et de différencier plus facilement les amplicons lors de I'électrophorése

capillaire.
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SEGMENT D'ADN OU "LOCUS"

selon la nomenclature internationale

D351358 Chromosome 3
VWA Chromosome 12
D8S1179 Chromosome 8
D21S11 Chromosome 21
D18S51 Chromosome 18
THO1 Chromosome 11
FGA Chromosome 4
D16S539 Chromosome 16
D55818 Chromosome 5
D13S317 Chromosome 13
D7S820 Chromosome 7
CSF1PO Chromosome 5
TPOX Chromosome 2
S ieTeee h i SEGMENT D'ADN OU "LOCUS"
FORROSOme selon la nomenclature internationale | LOCALISATION
D2S441 Chromosome 2
D10S1248 Chromosome 10
D12S391 Chromosome 12 JEnslz Chromosome 15
Penta D Chromosome 21
D2251045 Chromosome 22
SE33 (ACTBP2) Chromosome 6
D2S1338 Chromosome 2
DYS391 Chromosome Y
D195433 Chromosome 19
Amélogénine Chromosomes Xety  YINDEL Chromosome Y

Tableau 1 : Liste des loci analysés en France en médecine légale (13)

b) Electrophorése capillaire (68,59)

A la suite de la PCR, une électrophorése capillaire est réalisée.
Cette technique permet a I'instar d’'une électrophorése sur gel d’agarose ou sur gel de
polyacrylamide, de séparer des molécules selon leur charge électrique ou selon leur
taille.
La différence majeure avec les autres techniques est qu’elle ne se déroule pas sur un
gel a plat mais dans un capillaire trés fin de 25 micrométres de diamétre.
A lintérieur des capillaires se trouvent de la silice, et des électrodes sont placés de

chaque cété, une borne négative et une borne positive.
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Les fragments d’ADN obtenus par la PCR sont déposés au niveau de I'anode (borne
positive). L’ADN étant chargé négativement, ceux-ci auront alors tendance en théorie
a rester prés de I'anode.

Le courant électrique ainsi que la paroi interne particuliere des capillaires vont
permettre la formation d’un flux électro-osmotique allant de 'anode (+) vers la cathode
(-)-

Ce flux étant plus puissant que la migration électrophorétique des fragments d’ADN,
ces derniers vont progressivement se diriger vers la cathode.

Possédant une charge électrique égale, ceux-ci migreront plus ou moins rapidement
selon leur taille, les plus petits fragments allant plus rapidement que les grands.

Les détections se font automatiquement par une caméra CCD a I'extrémité négative
du capillaire, via I'excitation par un laser des fluorophores couplés a '’ADN permettant
une quantification du signal émis.

L’utilisation de marqueurs de taille connue permet de déduire la longueur de chacun

des fragments.

Capillaire

o Ecoulement électro-osmotique (EOF) :

o Silice (SiO,) : groupements silanols qui s’ ionisent a pH>2 formation groupement O-
o Réaction avec les cations en solution apportés par le tampon

o Forte ddp @ courant d’ électroendosmose

o Mobilité électrophorétique effective (EP) : dépendant de la charge des protéines

o Mobilité apparente (EM) = EOF + EP

Figure 19 : Principe d’une électrophorése capillaire (58)
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L’ordinateur relié a la machine d’électrophorése analyse les données obtenues et crée
un électrophorégramme sur lequel est écrit le numéro de I'allele pour chaque marqueur

geéneétique.
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Figure 20 : Exemple d’électrophorégramme (57)

L’électrophorése capillaire permet une analyse rapide d'un grand nombre
d’échantillons simultanément. Cela induit un gain de temps important ainsi qu’un co(t
réduit. Elle permet également en médecine lors par exemple d’une électrophorese des
protéines urinaires, une analyse quantitative que I'on ne retrouve pas dans les

électrophoréses sur gel.

4, Séquencgage
a) Définition

Le séquengage consiste a déterminer la séquence de nucléotides qui compose un
fragment d’ADN. Il existe pour cela différentes méthodes qui ont beaucoup évolué
depuis leur invention dans la deuxiéme moitié des années 70.
Le prix et le temps nécessaire a un séquencage ne cesse de diminuer. En 2003, le
« Projet génome humain » a permis pour la premiere de séquencer intégralement le
génome humain. Ce projet fut lancé en 1988 et pris donc 15 ans pour un co(t total
estimé a 2,7 milliards de dollars, ce prix regroupant le développement technologique,
la cartographie du génome humain ainsi que celui d’organismes modéles ainsi que le
développement des programmes informatiques et la recherche en bioéthique (60).
Aujourd’hui, le prix pour séquencer entierement le génome humain est passé sous la
barre des 1.0008$.
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Figure 21 : Evolution du colt d’un séquengage du génome humain complet (60)

b) Intérét

e Meédecine légale : Utilisation du séquencage quand I’ADN nucléaire est absent
ou en trop petite quantité et que seul ’ADN mitochondrial est exploitable (61).

e Génétique : Cela permet le diagnostic et le dépistage prénatal de nombreuses
maladies héréditaires (Ex : mucoviscidose) (62).

o Biologie moléculaire : Permet la mise en évidence de mutations au sein de
protéines responsables de cancer. Par exemple, une mutation du géne BRCA1
ou BRCAZ2 chez une femme augmente de fagon importante le risque qu’elle a
de développer un cancer du sein (63).

¢ Anthropologie : Il est possible de retracer les origines d’un individu d’aprés son
ADN (64).

c) Meéthode de Maxam et Gilbert (65)

Cette méthode fut inventée par Allan Maxam et Walter Gilbert en 1977. Bien
gu’abandonnée aujourd’hui, elle fut considérée a cette époque comme une révolution.
Pour cette technique, les fragments d’ADN monobrin ou double brin a étudier sont tout
d’abord amplifiés par PCR puis répartis dans 4 tubes distincts. Les brins sont marqués
a une de leurs extrémités par un traceur radioactif qui permettra la visualisation
ultérieure.

Dans chacun des tubes est introduit un réactif permettant un clivage spécifique au
niveau des bases : G, C, [A+G], [C+T].

Pour les réactifs clivant en A+G et C+T, la coupure en G et C étant connue, on pourra

en déduire la coupureen A et T.
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Les fragments obtenus sont ensuite séparés selon leur taille par électrophorése

dénaturante sur gel de polyacrylamide. Le principe est similaire a I'électrophorése sur

gel d’agarose, mais le pouvoir de résolution est plus précis, a la paire de base pres.

Autoradiogramme apres traitement chimique des fragments

G

o~

A\+G

Séquence
C
G

QO = o--

s O=p> Q

Séguence: 5’ -AACTAGGCTTTAGC-3"’

~ s

S

A

Figure 22 : Résultat d’un séquengage de Maxam et Gilbert (65)

La visualisation se fait ensuite par autoradiographie. La taille des fragments a analyser

peut aller jusqu’a 500pb.

Cette technique fut rapidement abandonnée pour la méthode de Sanger.

d)

Meéthode de Sanger (65)

Elle fut inventée par Frederick Sanger en 1977 indépendamment de celle de Maxam

et Gilbert.
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Cette méthode nécessite des fragments d’ADN monobrins et deux types de
nucléotides :
e Des dNTP : nucléotides classiques tels que dATP, dGTP, dCTP, dTTP.
e Des ddNTP : ces nucléotides ne possédent pas I'hydroxyle au niveau du
carbone en 3’ qui permet normalement d’ajouter un autre nucléotide a la suite.
De ce fait lorsqu'ils sont incorporés lors de la synthése celle-ci s’arréte. De plus,
ils sont associés a des marqueurs fluorescents de couleurs différentes pour

chaque nucléotides (Ex : vert pour ddATP, rouge pour ddTTP ex...).

Une PCR est tout d’abord réalisée afin d’obtenir un grand nombre d’amplicon. Puis
I’ADN obtenu est dénaturé afin d’obtenir de ’ADN simple brin.

On réalise ensuite de nouveaux cycles de PCR en ajoutant cette fois les ddNTP a la
solution (en quantité inférieure par rapport au dNTP). Lors de I'élongation la Taq
polymerase va synthétiser un nouveau fragment d’ADN et de fagon aléatoire elle va
parfois incorporer un ddNTP provoquant I'arrét brutal de la synthése. La couleur du
fluorochrome nous permet de connaitre la nature de ce ddNTP et donc la séquence a
ce point.

Le hasard va ainsi entrainer la formation d’'un trés grand nombre de molécules
possédant une taille aléatoire se terminant par un ddNTP associé a un fluorochrome

donné.

L’ADN ayant été préalablement amplifié, le nombre de copies est extrémement
important. De ce fait statistiguement, chaque nucléotide aura été au moins une fois
remplacé lors de I'élongation par un ddNTP et on aura des amplicons avec une taille
et une couleur différente.

Nucléotides dNTP
— dATP, dTTP, ,dGTP)

v A1 AN
Do TN Pl

-

Séquenase (ADN polymérase)

L1 (][ ST L L

\, Didésoxyribonucléotides ddNTP
ddATP, ddTTP, ,ddGTP

lllllllﬂ.lmlH LLLLLLLUEL LU

Figure 23 : Principe d’un séquencgage de Sanger (66)
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L’étape suivante est la réalisation d’une électrophorése pour séparer les amplicons
selon leur taille et mesurer la fluorescence afin d’en déduire la nature du dernier
nucléotide. L’'image obtenue est appelée un chromatogramme ou
électrophorégramme.

Cette méthode étant toujours utilisée dans certains cas aujourd’hui, I'électrophorése
réalisée a la base sur gel de polyacrylamide, a été remplacé par I'électrophorése

capillaire.

Figure 24 : Chromatogramme obtenu par séquencage de Sanger (67)

Tout comme la méthode de Maxam et Gilbert, le séquencage de Sanger ne permet

I'étude que de petits fragments d’ADN, d’une taille maximale de 850pb.

e) Séquencgage a haut débit
Le séquencage a haut débit (ou NGS : Séquencage de nouvelle génération) est un

ensemble de techniques inventées a la fin des années 90 et au début des années
2000.

Remplagant progressivement la méthode de Sanger, la plus répandue des méthodes
de séquengage a haut débit est aujourd’hui celle du séquengage par synthése. Cette
derniére fut créée en 2006 par I'entreprise Solexa et rachetée en 2007 par lllumina
(68).

C’est cette technique que I'on développera juste apres.
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(1)  Principe (69)

Le séquencage par synthése, souvent appelé Séquencgage lllumina est capable de
déterminer I'ordre des nucléotides du génome humain en entier en moins de 24h.
Lorsque I’ADN cible est isolé, il est fragmenté en de multiples brins d’'une longueur
comprise entre 100 et 500pb.

A chacune de leurs extrémités est ligaturé un adaptateur (une séquence
d’oligonucléotides), puis les fragments sont dénaturés.

lls sont ensuite liés au support solide de la machine, le flow cell, par le biais de
séquences d’oligonucléotides ancrées dans la plague et complémentaires aux deux
adaptateurs précédemment ligaturés.

Une ADN polymerase va permettre de synthétiser la séquence complémentaire du
fragment d’ADN. Ce processus se fait simultanément pour tous les fragments associés
au flow cell.

Une fois la séquence synthétisée, 'ADN est de nouveau dénaturé et le brin d’origine,
non ancré au support, est éliminé.

Le brin nouvellement synthétisé va alors se replier et 'adaptateur situé a la seconde
extrémité va se fixer au deuxiéme type de séquence d’oligonucléotides présent sur la
plaque pour former un pont sur le support.

Une ADN polymerase va de nouveau synthétiser le brin complémentaire et I'on obtient
ainsi un pont d’ADN double brin.

L’ADN obtenu est une nouvelle fois dénaturé, mais cette fois-ci les deux brins obtenus
vont étre fixés au support. Ces derniers vont alors reformer un pont et de nouveaux
cycles d’amplification vont étre réalisés.

On obtient finalement des clusters, c’est-a-dire des regroupements de fragments
d’ADN identiques.

Cette méthode d’amplification est appelée Bridge-PCR.
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Figure 25 : Etapes d’un Bridge-PCR (70)

Une fois qu'un nombre suffisant de copies a été génére, le séquengage a proprement
parler peut commencer.

Une amorce vient se lier a 'adaptateur du fragment d’ADN, puis le séquencage se fait
base par base et de fagon simultanée pour tous les clusters.

Le principe lllumina utilise pour le séquengage des nucléotides marqués d’un
fluorochrome de couleur différente selon leur base et bloquant I'ajout d’autres
nucléotides a la suite.

Ces nucléotides sont incorporés au milieu et le séquencage débute par I'extension au
niveau de I'amorce. Suite a I'hybridation du premier nucléotide complémentaire, un
laser va permettre de scanner le type de base ajouté et de libérer le fluorochrome
associ€, rendant ainsi possible I'hybridation d’'un nouveau nucléotide et un nouveau
scan par le laser.

Ce processus est répété autant de fois que nécessaire, jusqu’a ce que I'extension soit

terminée.
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Figure 26 : Détermination de I'ordre nucléotidique (71)

(2) Avantages et inconvénients

Ces nouvelles techniques permettent un séquencgage de plusieurs fragments d’ADN
simultanément et a une vitesse beaucoup plus importante que pour la méthode de
Sanger. Bien que le colt de ces machines soit important (plusieurs centaines de
milliers d’euros), elles ont permis une forte baisse des prix des séquengages (moins
de 1.000€ pour un génome entier).

Ces techniques possédent de plus une fiabilité trés importante.

Elles nécessitent cependant un espace de stockage de données important car la
quantité de données d'un séquencgage est trés importante, de I'ordre du téraoctet.

5. Cas particulier
a) Mélanges d’ADN

Les mélanges d’ADN représentent un défi important lors des enquétes de police et
sont loin d’étre des cas exceptionnels.
Il existe plusieurs situations possibles en fonction du nombre de profils retrouvés dans
un prélévement ainsi que de leur proportion (25).
Le premier cas est celui ou I'on retrouve dans une trace un ADN majoritaire et un ADN
minoritaire. C’est-a-dire que lors de la réalisation de I'empreinte génétique, I'un des
ADN induira une fluorescence significativement plus importante que l'autre. Isoler le
profil génétique majoritaire sera donc plus aisé qu’en cas de proportion similaire des
ADN des deux (ou plus) individus.
Le profil minoritaire, en cas de fluorescence trés faible, peut méme parfois étre

confondu avec le bruit de fond de la machine et ainsi passer inapercu.
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Dans un cas ou l'on retrouverait deux ADN différents dans une trace en proportion
similaire (c’est-a-dire que la quantité d’ADN minoritaire est supérieure a 25% de 'ADN
majoritaire), il existera alors deux cas de figure, I'un des deux profils est connu, ou bien
les deux profils sont inconnus.

Une situation fréquemment rencontrée est le mélange de 'ADN d’une victime et de
son agresseur. Dans ce genre de situation, le profil génétique de la victime est recueilli
dans la mesure du possible par les enquéteurs, il est ainsi possible d’en déduire celui
de I'agresseur.

Cependant, dans un cas ou les deux ADN retrouvés dans une trace sont en proportion
équivalente et inconnu des fichiers, il faudra déterminer si ’ADN du suspect fait partie
du mélange.

Si le profil génétique d’'un suspect est réalisé, en cas d’absence de ses alleéles dans le
profil génétique réalisé a partir de la trace recueillie, sa présence dans le mélange
pourra alors étre exclue.

A l'inverse, si les alléles du suspect concordent avec ceux du profil réalise, I'expert
aura alors pour mission de déterminer de fagon probabiliste si TADN du suspect est
effectivement présent dans le mélange ou bien ci il s’agit en fait de 'ADN d’un autre
individu. Ceci passe par des calculs statistiques réalisés en fonction de différents
critéres (profil génétique partiel ou complet, nombre d’individus dont ’'ADN est présent
dans le mélange, etc...) (72).

b) Jumeaux monozygotes

La justice peut parfois se retrouver face a un cas particulier, les jumeaux monozygotes
(ou vrais jumeaux).

Deux jumeaux monozygotes possedent le méme patrimoine génétique, ainsi lors d’'une
analyse ADN, leurs empreintes génétiques sont identiques. Cela peut poser probleme
aux enquéteurs lorsqu’une trace ADN est |la seule preuve donc ils disposent.

Entre septembre 2012 et février 2013 se produit dans la région de Marseille une série

de viols.
Les policiers retrouvent sur les lieux 'ADN d’un individu correspondant a celui de deux
jumeaux monozygotes, Elvin et Yoan G., sans pour autant étre capable de déterminer

auquel des deux celui-ci appartient.
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Face au manque de preuves, les deux fréres sont placés en détention provisoire
pendant 10 mois, jusqu’a ce que de nouvelles preuves et témoignages apparaissent,
qu’Elvin soit relaché et que Yoan avoue les faits (73).

Face a ce genre de situation, il est toutefois possible de distinguer les deux individus
par leurs empreintes digitales quand cela est possible. Ces derniéres ne sont pas
l'unique fruit de [I'expression de génes mais également celui de facteurs
environnementaux lors de la vie intra-utérine, notamment des mouvements de la
membrane basale embryonnaire entre la 10 et la 16°™ semaine de grossesse (74).
Donc, bien que possédant de nombreuses similitudes, les empreintes digitales de
deux jumeaux monozygotes seront différentes.

Au niveau purement génétique, des différences de méthylation au niveau des génes
Alu-E2F3 et Alu-SP ont pu étre mis en évidence chez des jumeaux dans une étude de
Leander et coll. en 2013 (75).

La méthylation est une modification chimique de 'ADN variant avec I'age et les
facteurs environnementaux.

Ainsi, selon leurs expositions et leurs habitudes de vie, des jumeaux peuvent avoir des
niveaux de méthylation différents, ce qui pourrait permettre de les distinguer lors d’'une
analyse ADN.

Cependant, il existe certaines limites ; si les jumeaux monozygotes sont jeunes et
possédent des habitudes de vie similaires, la différence de méthylation peut ne pas
étre significative. De plus, ce type d’analyse est longue et colteuse et I'étude réalisée

ne porte que sur 5 couples de jumeaux monozygotes.

V. L'’ADN dans le cadre juridique

A. Applications des tests ADN

En France la réalisation d’'une empreinte génétique est soumise a une réglementation
stricte et les indications sont fixées par l'article 16-11 du code civil (76), soit :
- Lors d’'une enquéte ou d’une information judiciaire
- Pour la recherche scientifique ou une utilisation médicale
- Afin de découvrir I'identité d’une personne décédée inconnue
- Dans certaines conditions liées aux opérations militaires (selon I'article
L2381-1 du Code de la Défense)
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Ainsi l'utilisation de tests ADN commercialisés sur internet afin d’obtenir des
informations sur sa propre personne ou sur ses origines est strictement interdite et

toute utilisation est passible d'une amende de 3.750€ (77).

1. Test de paternité

Un test de paternité est une comparaison du matériel génétique de deux personnes
afin d’en déduire la présence ou non d’un lien de parenté entre les deux.

En France, un test de paternité est possible uniquement lors d’'une procédure
judiciaire, et donc a la demande d’un juge, sous réserve du consentement de la
personne. En cas de réalisation de ce test en dehors des procédures légales, la peine
est d’'un an de prison et d'une amende de 15.000€ (78).

La méthode d’analyse ADN lors d’'un test de paternité varie en fonction des
laboratoires.

Certains laboratoires se basent sur I'étude des SNP.

La moitié des chromosomes d’un enfant est issue de son pére tandis que I'autre moitié
provient de sa mere.

L’analyse se déroule donc en comparant les SNP de I'enfant avec ceux du pére ou de
la mére. En cas de parenté, la moitié des SNP de I'enfant sera identique avec ceux du
parent.

La deuxieme méthode utilisée par les laboratoires est celle des STR que nous avons
détaillée précédemment.

L’analyse se fait par comparaison des empreintes génétiques de I'enfant et du parent.
Ayant hérité de la moitié du patrimoine génétique de chacun de ses parents, pour que
le test soit positif, 'enfant doit présenter pour chaque marqueur génétique étudié au
moins un alléle identique a ceux de son pére et de sa meére.

Cette méthode se basant sur les STR est la plus utilisée par les laboratoires, a
I'exception des laboratoires privés vendant leurs services sur internet qui eux se

basent sur les SNP.
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Figure 27 : Exemple de test de paternité (79)
2. Identification de traces sur scénes de crimes ou de délits

Il est de plus en plus fréquent pour des enquéteurs d’effectuer des prélevements ADN
sur des scénes de crimes ou de délits.

Lorsqu’un profil génétique est recueilli, il est alors comparé avec celui d’éventuels
suspects de I'enquéte mais également a ceux contenus dans la base de données du
FNAEG (Fichier National Automatisé des Empreintes Génétiques).

La comparaison repose sur les différents marqueurs STR de l'individu et celle-ci
permet l'obtention d’'une probabilité de concordance établie par des calculs
statistiques.

Cette probabilité de concordance s’oppose au risque de coincidence fortuite qu’un
autre individu possede le méme profil génétique. Ce risque dépend du nombre de
marqueurs ayant pu étre analysés car en présence d’ADN dégradé, seule une
empreinte partielle peut parfois étre isolée. Une empreinte partielle augmente ainsi les
probabilités d’'une concordance avec une autre personne bien qu’une étude statistique
ait calculé que la probabilité de posséder le méme profil génétique sur une analyse de
10 loci est inférieure a une sur plusieurs milliards (80).

Au sein d’une population certains alléles apparaissent comme étant plus fréquents que
d’autres. Ainsi des alléles avec une fréquence d’apparition plus faible tendent a

diminuer le risque de coincidence fortuite.

3. Identifications de corps

L’ADN peut parfois étre le dernier recours afin d’'identifier une personne décédée. Cela
peut se produire dans plusieurs types de situations : découverte d’'un cadavre en état

de putréfaction avancée, catastrophe de masse, terrorisme etc...
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En effet lorsqu’'un cadavre n’est pas reconnaissable visuellement, l'identification
repose alors sur I'étude de son dossier médical (schéma dentaire, prothése etc...), ses
empreintes digitales ou son ADN, et leur comparaison a un individu disparu.
Lorsqu’'une analyse ADN est réalisée afin de déterminer lidentité d'un corps,
I'échantillon servant de référence peut étre de différentes natures (81).

L’idéal est d’utiliser un échantillon provenant directement de la personne décédée
(brosse a dent ou rasoir par exemple), auquel cas la correspondance des deux ADN
sera de 100%.

Si cela est impossible, un échantillon provenant d’'un membre de la famille sera utilisée,

la correspondance ne sera alors pas totale et dépendra du lien de parenté qui les unit.

Dans de rares cas, quand une comparaison avec un échantillon ante-mortem de la
personne ou avec celui dun membre de la famille n’est pas possible, une
correspondance de 'ADN de la victime pourra étre recherchée dans le FNAEG (ou
autre banque d’empreinte génétique en fonction de la nationalité de la victime

présumeée). Ce dernier cas nécessite cependant une inscription préalable de la

personne.
Rangs Echantillons de référence Utilisation Limites
réelle

I Profil de la personne disponible dans 3% La personne doit étre suspectée d'avoir commis ou doit avoir
la banque nationale de profils ADN commis un délit d’'une certaine gravité

2 Matériel biologique prélevé sur la personne 4% Ces référentiels sont peu accessibles. L'identité n’est pas
de son vivant (biopsie, sang pour alcolémie, toujours diment vérifiée au moment du prélévement
etc.)

3 Lien maternel (mére ou enfant), dont 15 cas 51% Une fausse exclusion est possible si le parent civil, en particulier
sur les 62 concernés pour lesquels un le pére, n'est pas le parent biologique. Plus le lien de parenté
échantillon du pére était également disponible est éloigné, moins la résolution des tests ADN est bonne.

Attention, au cas ol plusieurs disparus ont un méme lien

4 Lien paternel (pére ou enfant) 18% familial avec une personne de référence

5 Farents plus élognés (principalement 1 7%
sceurs/fréres)

] Objets personnels supposés avoir appartenu 7% Provenance incertaine de 'ADN déposé sur l'objet

au défunt (brosse a dents, rasoir, etc.)

Tableau 2 : Echantillons utilisés pour I'identification et leurs limites (81)
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4, Etablissement d’'un portrait-robot génétique

Le principe d’un portrait-robot génétique est d’estimer le visage d’une personne par le
biais de son ADN. Cette méthode étant récente et encore en cours de développement,
elle aurait pour but, lorsqu’'une comparaison ADN avec les dossiers du FNAEG ne
donne rien, de fournir une description objective du visage d’un délinquant comparé a
une description subjective donnée par des témoins oculaires. Ces nouveaux portraits-
robots auraient également la possibilité d’estimer le visage de cadavres retrouvés a
I'état squelettique.
La méthode utilisée pour la réalisation d’'un portrait-robot génétique est le séquencgage
de régions codantes de 'ADN. Ce sont des SNP localisés sur certains génes qui
déterminent certains phénotypes.
Aujourd’hui, il est facilement possible via cette méthode de déterminer certaines
caractéristiques physiques d’un visage telles que :

e La couleur des yeux

e La couleur des cheveux

e La couleur de peau

e |’ascendance génétique
Le sexe de l'individu est quant a lui déterminé facilement par I'étude des STR des
chromosomes gonosomiques.
D’autres études d’associations pangénomiques (GWAS), qui sont des études mettant
en évidence des liens entre SNP et phénotypes, ont permis d’identifier 38 loci
contenant 1.932 SNP pouvant avoir une influence sur la morphologie faciale (82).
Bien qu’influencée par d’autres facteurs tels que le sexe, I'dge, le poids et la taille, la
morphologie faciale d'une personne pourrait donc un jour étre estimée
informatiquement a des fins d’utilisation en médecine Iégale, orthodontie, chirurgie
maxillo-faciale ou pour le diagnostic prénatal de malformation.
Au niveau juridique, la Iégalité concernant la réalisation d’'un portrait-robot génétique
est relativement floue. L’article 16-10 du code civil indique que « l'examen des
caractéristiques génétiques constitutionnelles d'une personne ne peut étre entrepris
qgu'a des fins médicales ou de recherche scientifique » et avec le recueil préalable du

consentement de la personne (83).

Or, le 25 juin 2014, un arrét de la Cour de cassation a autorisé dans une affaire de
viols l'utilisation de 'ADN d’un individu afin d’en connaitre ses caractéristiques
morphologiques apparentes.
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Le juge d’instruction avait estimé dans cette affaire que seul I'aspect extérieur du
suspect avait été recherché afin d’en faciliter son identification (84).

Aucun texte de loi ne réglemente donc concrétement la réalisation d’un portrait-robot
geénétique pour le moment. Ceci sera peut-étre amené a changer dans les années a

suivre compte tenu des évolutions en matiére de réalisation de portrait-robot.

5. Estimation de I'age

L’ADN peut occasionnellement étre utilisé afin d’estimer I'age d'un individu. Le
diagnostic de I'age peut se révéler important dans des affaires civiles ou pénales
impliquant des personnes mineures ou des adultes sans papiers d’identité ainsi que
dans des domaines différents tels que I'archéologie ou I'anthropologie.

L’étude du matériel génétique ne représente pas l'outil le plus fréquemment utilisé afin
d’estimer 'age d’un individu.

Les méthodes se basent le plus souvent sur I'étude des modifications physiologiques
du corps humain avec I'dge, en particulier des os et des dents (85). Avant 20 ans, la
détermination de I'age est relativement fiable et davantage précise qu’a I'age adulte
compte tenu de I'évolution rapide de la denture. Les facteurs environnementaux
exercant une forte influence sur leur développement, estimer 'dge d’'une personne
avec précision devient de plus en plus difficile au fur et a mesure que la personne
vieillit.

Afin de limiter ces imprécisions, de nouvelles techniques basées sur la biologie
moléculaire ont peu a peu été développées. De nombreuses études ont tenté d’estimer
avec le plus de précision possible I'age d’individus en se basant sur leur ADN.

Les analyses de la méthylation de ’ADN ainsi que de la longueur des télomeéres sont

les plus fréquemment retrouvées dans la littérature.

a) Longueur des télomeres

Les téloméres sont des nucléoprotéines situées aux extrémités des chromosomes afin
d’en assurer la protection. lls sont constitués de séquences répétées en tandem d’'une
longueur comprise entre 5kpb et 15kpb.

Lors de chaque réplication cellulaire, la longueur du télomere diminue Iégérement en
taille car 'ADN polymerase réalisant sa synthése n’est pas capable de le synthétiser

entiérement.
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La taille des téloméres est donc en constante diminution avec I'age. Selon le type de
cellule et selon la fréquence de leurs mitoses, la longueur des téloméres sera ainsi
différente.

Différents facteurs environnementaux ont également un impact sur ces derniers tels
que le stress oxydatif et I'inflammation qui provoquent un raccourcissement accéléré
(86).

De courts téloméres seraient associés a un risque accru de développer des cancers
ainsi que certaines maladies cardio-vasculaires. Leur longueur est généralement
mesurée avec la méthode de Cawthon utilisant une PCR quantitative.

Une étude comparative a ainsi pu mettre en évidence que cette technique permettait

une estimation de I'dge avec une précision allant jusqu’a +/- 7 ans (87).

b)  Méthylation de 'ADN

Tout au long de la vie, 'ADN subit différentes modifications épigénétiques, dont la
méthylation qui est I'ajout de groupements meéthyles au niveau de bases azotées.
Elle permet une régulation de I'expression des génes et posséde donc un réle
important dans le développement embryonnaire ainsi que dans linactivation du
chromosome X chez la femme (88).

Cette modification porte principalement sur les bases cytosines et adénines selon les
espéces et est utilisée depuis peu comme outil permettant une estimation de I'age.
Chez 'hnomme, la méthylation a principalement lieu au niveau des ilots CpG. Les ilots
CpG qui sont des régions de I'ADN situées généralement au niveau de promoteurs de
génes contenant une proportion importante de dinucléotide CG (>55%).

Des études ont montré que lorsque I'age augmente, certaines régions deviennent
hyperméthylées et d'autres hypométhylées. Ainsi les chercheurs utilisent le
séquencage de régions précises et connues de '’ADN (le plus souvent au niveau du
gene ELOVL2) afin d’en déterminer le degré de méthylation. L’estimation de I'age de
la personne est alors rendue possible par calcul statistique (89).

Certaines de ces études ont permis une estimation de I'dge avec une marge d’erreur

moyenne d’environ 4 ans.
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6. Détermination de I'origine

De nombreuses entreprises proposent sur internet leurs services afin de pouvoir
connaitre, via un échantillon d’ADN, ses origines ethniques pour moins d’'une centaine
d’euros. Bien gu’interdit en France selon l'article 16-10 du code civil, de nombreuses
personnes y ont recours car ces entreprises sont localisées a I'étranger.

Ces derniéres utilisent pour cela des centaines de SNP contenus dans 'ADN. Aprés
avoir déterminés les SNP de la personne par séquengage, ceux-ci sont comparés a
une liste d’individus contenue dans une base de données de référence.

Lorsque la correspondance dépasse un certain seuil avec des ADN de référence,
I'entreprise estime donc un certain pourcentage d’affiliation et donc une part d’origine
ethnique commune avec celle de 'ADN de référence (90).

Cependant ces tests restent imprécis et dépendent en grande partie des profils
contenus dans les bases de données sans tenir compte de I'importance des migrations
de I'espece humaine et ne délivrent donc que des valeurs statistiques avec une marge
d’erreur que les entreprises ne communiquent pas forcément.

De plus ces tests soulévent certaines questions éthiques concernant l'utilisation des
données par ces entreprises. Par exemple I'une d’entre elles, 23andme, a été accusée
en 2018 d’avoir vendu l'intégralité des données de ses clients a un laboratoire

pharmaceutique pour 300 millions de dollars (91).

B. FNAEG

1. Affaire Guy George et création du FNAEG

Guy Georges est un tueur en série francgais, il commit 7 meurtres de jeunes femmes
entre 1991 et 1997 et en a agressé une quinzaine d’autre. Confondu grace a son ADN,
c’est cette affaire qui permit en partie la création du fichier national automatisé des
empreintes génétiques (FNAEG) en 1998.

Guy Georges débute sa série de meurtre en 1991 mais la police ne trouvant ni
empreinte ni ADN I'enquéte n’aboutit pas. Puis Guy George continue ses meurtres et
ce n'est qu’en décembre 1994, aprés son 4°™ homicide, que la police réussie a isoler
une trace ADN a partir du sperme recueilli sur la victime.

Il n'existe cependant pas de fichier a cette époque qui permettrait de comparer ’'ADN,

la loi I'interdisant au nom des libertés individuelles.
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De plus, les enquéteurs ne font pas de liens entre les différents meurtres malgré un
mode opératoire identique.

En 1997, aprés son 7°™ et dernier meurtre, la police commence a faire le
rapprochement entre les différentes affaires.

Le juge d’instruction Gilbert Thiel décide alors le 24 novembre 1997 de demander aux
laboratoires privés de France ainsi qu’a ceux de la police scientifique d’analyser ’ADN
retrouvé sur les différentes scénes de crimes afin de trouver une correspondance.

Il regut un appel d’'un laboratoire privé de Nantes le 23 mars 1998 lui annongant
I'identité du tueur. Guy George avait en effet été soumis a un prélevement d’ADN a la
suite d’'une agression qu’il avait commis en 1995.

Guy George fut arrété trois jours plus tard puis fut condamné a la prison a perpétuité
avec une peine de slreté de 22 ans.

A la suite a cette affaire, la ministre de la Justice Elisabeth Guigou décida de faire voter
la création du FNAEG dans le but de répertorier les empreintes génétiques des

délinquants sexuels. Le FNAEG est officiellement crée le 17 juin 1998 (92).

2. Contenu

A la base créé pour lutter contre les crimes sexuels, le champ d’activité du FNAEG a
progressivement été élargi.

Aujourd’hui le FNAEG contient les empreintes génétiques d’individus suspectés ou
reconnus coupable de crimes ou délits graves mais également de cadavres non
identifiés et de personnes disparues ainsi que leurs ascendants et descendants (93).
Le FNAEG enregistre également les empreintes génétiques établies a partir des traces
retrouvées sur des scenes de crimes.

Les empreintes génétiques contenues dans le FNAEG portent uniquement sur

I'analyse des microsatellites STR et non pas des SNP.
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La liste des infractions entrainant pour la personne soupgonnée d’en étre I'auteur une
inscription dans le FNAEG est fixée par I'article 706-55 du code de procédure pénale
(94):
e Les infractions de nature sexuelle
e Les crimes contre I'humanité et les crimes et délits d'atteintes volontaires a la
vie de la personne, de torture et actes de barbarie, de violences volontaires, de
menaces d'atteintes aux personnes, de trafic de stupéfiants, d'atteintes aux
libertés de la personne, de traite des étres humains, de proxénétisme,
d'exploitation de la mendicité et de mise en péril des mineurs
e Les crimes et délits de vols, d'extorsions, d'escroqueries, de destructions, de
dégradations, de détériorations et de menaces d'atteintes aux biens
e Les atteintes aux intéréts fondamentaux de la Nation, les actes de terrorisme,
la fausse monnaie, I'association de malfaiteurs et les crimes et délits de guerre
e Certaines infractions relatives a la sécurité intérieure telles que la fabrication ou
le trafic d’armes

e Certaines infractions de recel ou de blanchiment

Lorsqu’une personne est fichée dans le FNAEG les informations suivantes sont
enregistrées (95) :

- Son empreinte génétique

- Son nom, prénom, sexe, date et lieu de naissance et lien de filiation

- Le service ayant demandé I'enregistrement ainsi que la date et le lieu de création de
la fiche

- Nature de l'affaire et référence

Le refus de se soumettre a un prélévement ordonné par un officier de police judiciaire
est interdit et passible d’'un an d’'emprisonnement et de 15.000€ d’amende (96).

La seule exception est pour les membres de la famille d’'une personne disparue qui
doivent donner leur accord par écrit.

Fin 2021, plus de 6 millions de personnes et traces sont fichées dans le FNAEG, soit

environ 8% de la population.
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3. L’accés au FNAEG

Les profils enregistrés dans le FNAEG ne sont pas ouverts au grand public.

L’acces est réservé aux membres habilités de la police judiciaire et scientifique, au

magistrat en charge du contréle du FNAEG, au personnel réalisant les prélévements

ou du service des préservations des prélevements biologiques ainsi qu’a certains

agents de police ou de justice de pays étrangers (97).

Toute personne peut cependant réaliser une demande auprés du service central de

police technique et scientifique afin de savoir si elle est fichée.

4. Conservation des données

Selon la raison ayant entrainée un enregistrement d’une personne au FNAEG, la durée

de conservation au sein de celui-ci varie.

Durée de conservation des empreintes génétiques au Fnaeg

Durée maximale de

Personnes concernées conseqvation

personne majeure

Durée maximale de
conservation

Personne mineure

Personne définitivement déclarée coupable ou ayant fait De 25 a 40 ans selon la
I'objet d'une décision d'irresponsabilité pénale gravité des faits
Personne mise en cause pour certaines infractions De 15 a 25 ans, selon la

) ) gravité des faits
Exemples : infraction de nature sexuelle, meurtre, vol,

extorsion, escroquerie aggravée, destruction, acte de

De 15 a 25 ans selon la
gravité des faits

De 10 215 ans, selon la
gravité des faits

terrorisme.

Personne inconnue De 25 a 40 ans

Personne décédée non identifiée Jusqu'a I'identification de la personne décédée ou
pendant 40 ans

Personne disparue Jusqu'a la découverte de la personne disparue ou
pendant 40 ans

Ascendant, descendant ou collatéral d'une personne Jusqu'a la découverte de la personne disparue ou

disparue ou d'une victime de catastrophe naturelle pendant 40 ans

Tableau 3 : Durée de conservation des profils dans le FNAEG (97)
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Un effacement des données est toutefois possible dans certaines conditions :
e Lorsque lindividu a été acquitté ou relaxé
e Pour la famille d’une personne disparue
e Pour un condamné demandant une suppression anticipée de son dossier

Les demandes se font par écrit auprés du Procureur de la République.

C. Lapreuve ADN lors d’un procés

1. Fiabilité des tests ADN

La fiabilité des tests ADN varie grandement d’'un cas a 'autre. Les calculs statistiques
ont pour but d’estimer un « random match probability » (RMP), c'est-a-dire la
probabilité que son empreinte génétique soit identique a celle d’un individu pris au
hasard dans une population.

Ces calculs statistiques dépendent tout d’abord du nombre de marqueurs génétiques
analysés.

Pour le cas des microsatellites, en France, les kits vendus par les laboratoires
permettent une étude d’'un nombre de STR compris entre 21 et 26. Pour les SNP le
nombre de marqueurs étudiés est plus important que pour les STR car ils ont un
pouvoir discriminant plus faible (multi-allélique pour les STR, bi-allélique pour les
SNP).

Pour rappel, le FNAEG ne contient que les alléles des STR et non pas les SNP, ce qui

fait que ces derniers sont moins fréquemment utilisés par les laboratoires.
Le nombre de marqueurs étudiés dépend également de la qualité du prélévement ou

de la trace ADN retrouvée. En cas de profil partiel, la valeur de la force probante peut

fortement baissée.
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Figure 28 : Exemple d’empreinte génétique partielle (98)

Le deuxiéme facteur influencant le calcul du RMP est la fréquence d’apparition des
alleles dans la population générale ou dans une population ethnique ou régionale.

La fréquence des alléles peut varier fortement selon les régions ou groupes ethniques
et chacun d’entre eux sera plus ou moins représentés. Ainsi, un alléle rare chez un

individu aura une force probante plus importante et diminuera donc le RMP.

No. NCBI Chr. Nucleotide Amplicon SNP African- Asian European
dbSNP ID Position Size (bp) Allele  American
1 rs1490413 1 4,037,521 68 A/G 0.59/0.41 0.46/0.54 0.47/0.53
2 rs876724 2 104,974 83 C/T 0.72/0.28 0.46/0.54 0.69/0.31
3 51357617 3 936,782 90 A/T 0.85/0.15 0.80/0.20 0.65/0.35
4 rs2046361 4 10,719,942 79 A/T 0.65/0.35 0.70/0.30 0.80/0.20
5 rs717302 5 2,932,133 86 A/G 0.92/0.08 0.83/0.17  0.45/0.55
6 rs1029047 6 1,080,939 100 A/T 0.61/0.39 0.27/0.73 0.37/0.63
7 rs917118 7 4,201,341 87 C/T 0.10/0.90 0.50/0.50 0.50/0.51
8 rs763869 8 1,363,017 100 C/T 0.48/0.52 - 0.56/0.44
9 rs1015250 9 1,813,774 95 C/G 0.55/0.45 0.40/0.60 0.15/0.85
10 rs735155 10 3,328,178 100 A/G 0.38/0.62 0.82/0.18 0.41/0.59
11 rs901398 1 11,060,530 70 C/T 0.39/0.61 0.29/0.71 0.34/0.66
12 rs2107612 12 741,262 93 A/G 0.64/0.36 0.75/0.25 0.70/0.30

Tableau 4 : Fréquence d’alléles de différents SNP selon I’origine (99)
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African American Amended Allele Frequencies
Allele D351358 VWA FGA D8S1179| D21511 | D18SS51 | DSS818 | D135317 | D7S820 | CSF1PO TPOX THO1 D165539 | D251338 | D195433 | Allele
6 0.0861 0.1095 6
7 0.0028) 0.0071 0.0429 0.0215 0.4405 b ]
8 0.0028 0.0500 0.0335 0.1738 0.0857 0.3684 0.1857 0.0359 8
9 0.0056 0.0139) 0.0279 0.1571 0.0333 0.1818 0.1452 0.1986) 9
93 0.1048 93
10 0.0250 0.0639 0.0503 0.3238 0.2714 0.0933 0.0143 0.1100 0.0150 10
<11 0.0056 —I <11
11 O.Dolll 0.0361 0.0056 0.2611 0.2374 0.223_8' 0.2048 0.2249 0.2943 0.0689 11
<12 0.0048 <12
12 0.0024! 0.1083 0.0587 0.3556 0.4832 0.0905 0.3000 0.0239 0.1866 O.lﬂil 12
122 0.0808 122
13 0.0119 0.0056 0.2222 0.0559 0.2444 0.1257 0.0190 0.0548 0.1651 0.2964 13
132 0.0056 0.0509 132
14 0.1214 0.0667 03333 0.0642 0.0056 0.0391 0.0048 0.0071 0.0096) 0.1946 14
14.2 0.0539 142
15 0.2905 0.2361 0.2139 0.1676 0.0028 0.0419 15
15.2 0.0389 15.2
16 0.3071 0.26594 0.0444 0.1872 0.0449 0.0210 16
>16 D.M >16
16.2 0.0180 16.2
17 0.2000 0.1833 0.0083 0.1620| 0.105' 17
17.2 0.0028 0.0030 17.2
18 0.0548 0.1361 0.0083 0.1313 0.0659 18
182 0.0083 0.0030 182
19 0.0048] 00722 o.g 0.0782 0.1377 19
>19 0.0024 >19
192 o.m 192
20 0.0278 0.0722 0.0559 0.0629 20
21 0.1250 0.0112 0.1527 21
22 0.2250 0.0056 0.1377 22
222 0.0056 22.2
23 0.1252’ 0.0056 omsﬂ 23
24 0.1861 0.0928 24
242 0.0028 24.2
25 0.1000 0.0838 25
26 0.0361 O.M 0.0210 26
27 0.0222 0.0615 27
28 0.0167 0.2151 28
29 0.0056 0.1899 29
293 D.M 29.3
30 0.0028 0.1788 30
30.2 0.0028] 0.0084 30.2
31 0.0922 31
312 0.0754 312
32 0.0084 32
322 0.0698 322
33 0.0084 33
332 0.0335 332
34 0.0084 34
342 0.0028 342
35 0.0279 35
36 0.0056 36
37 0.0056 37
Allele D351358 VWA FGA D851179| D21511 | D18S51 | DSS818 | D135317 | D7S820 | CSF1PO TPOX THO1 D165539 | D251338 | D195433 | Allele
N 210 180 18N 180 179 179 1RN) 179 210 210, 209 210, 209 167 167

Tableau 5 : Fréquence d’alléles de différents STR chez les afro-américains (100)

Le calcul du RMP se déroule de la fagon suivante (101)

Pour un locus :

e Chez un individu hétérozygote :
- Soit p la fréquence de son premier alléle
- Soit q la fréquence de son deuxiéme alléle
Pi représente la probabilité pour un individu de posséder ces deux alléles sur le
locus
Alors Pi = 2pq
e Chez un individu homozygote :
- Soit p la fréquence de son alléle
Pi représente la probabilité pour un individu de posséder 2 fois cet allele
Alors Pi = p?
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La probabilitt¢ P de posséder le méme profil génétique est donc le produit des
probabilités de tous les loci étudiés :
P=Pi1xP2x...xPn

Allele 1 Allele 2 Expected Genotype

Allele 1 Allele 2 Frequency (p) Frequency (q) Formula Frequency
D13S317 11 14 0.30620 0.03488 2pq 0.0214
THO1 6 6 0.12403 p? 0.0154
D18S51 14 16 0.07198 0.15759 2pq 0.0227
D21S11 28 30 0.25775 0.17442 2pq 0.0899
D3S1358 16 17 0.33;‘327 0.20543 2pq 0.1377
D5S818 12 13 0.35271 0.23837 2pq 0.1682
D78820 9 9 0.10853 p? 0.0118
D8S1179 12 14 0.14147 0.30039 2pq 0.0850
CSF1PO 10 10 0.25681 p? 0.0660
FGA 21 22 0.11628 0.31783 2pq 0.1244
D16S539 9 1 0.19574 0.32119 2pq 0.0723
TPOX 8 8 0.37209 p? 0.1385
VWA 17 18 0.24225 0.15504 2pq 0.0751
AMEL X Y
Product rule 6.04 x 1077
Combined 1in 1.66 X 10'®
frequency

Tableau 6 : Exemple de détermination du RMP chez un individu (101)

Le calcul du RMP permet par la suite dans une affaire de calculer la force probante de
la preuve ADN, représentée par un rapport de vraisemblance (ou LR : Likelihood
Ratio). Plus le rapport de vraisemblance est élevé, plus la probabilité que 'ADN
retrouvé sur la scene de crime appartienne effectivement au suspect est élevée.
Dans le cas ou une empreinte génétique isolée a partir d’'une trace de scéne de crime
match avec celle d’'un suspect, deux hypothéses apparaissent alors :
e L’hypothése de l'accusation Hp : Les deux empreintes correspondent car le
suspect est I'auteur des faits.
e L’hypothése de la défense Hq : Le coupable est toujours en liberté, il posséde
effectivement la méme empreinte génétique, et la correspondance entre la trace

et le suspect n’est que le fruit du hasard.
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Le rapport de vraisemblance se calcul alors de la fagon suivante :

LR = Hp/Hd

Hp représente I'hypothése de Il'accusation et suppose donc que le suspect soit
coupable (soit une probabilité de 100% = 1). Ha suppose quant a elle que la trace
appartienne a quelqu’un d’autre au sein de la population et est donc égale au RMP
dans le cas d’une affaire « simple » ou la trace ne contient TADN que d’un seul et
unique individu.

Dans ce cas : LR = 1/RMP

Dans les cas ou une trace contient le matériel génétique de plusieurs individus, le
calcul du rapport de vraisemblance prend alors en compte d’autres facteurs tels que
des facteurs d’inclusion et d’exclusion.

Plus la rapport de vraisemblance est éleve, plus la probabilité que I'’ADN retrouvé sur
la scéne de crime appartienne effectivement au suspect est élevée.

Les analyses ne sont cependant pas a I'abri d’erreurs humaines pouvant se produire
lors de la manipulation du matériel génétique, de sa conservation ou de son analyse.
C’est par exemple le cas dans l'affaire du fantéme d’Heilbronn, ou 'ADN d’une
mystérieuse femme avait soi-disant été retrouvé sur différentes scénes de crimes et
de délits entre 1993 et 2007 en Allemagne, en Autriche et en France (102).

Cette affaire avait mobilisé plus d’'une centaine de policiers avant que 'on ne découvre
que la « tueuse en série » n’était en réalité qu’'une employée confectionnant les
cotons-tiges de prélevement, qui avait maladroitement déposé son ADN dessus.

Il existe plusieurs dizaines d’autres affaires ou des personnes condamnées car leur
empreinte génétique concordait, ont fini par étre été innocentées a la suite de la

découverte d’'une erreur lors de la manipulation ou de I'analyse de leur ADN.

2. L’intime conviction face aux preuves génétiques

Souvent qualifiée comme la reine des preuves, 'ADN doit cependant étre considéré
comme une preuve comme les autres. Au tribunal, il convient au juge ainsi qu’aux jurés
d’en évaluer la force probante.

En effet, elle ne doit pas remplacer les autres éléments d’'un dossier tels que les
témoignages, I'exploitation des caméras de surveillance, bornage GPS, expertises

médicales ou autre.
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L’ADN ne représente qu’'un moyen de supposer la présence d’une personne sur une
scene d’investigation, sans pour autant pouvoir I'affirmer car 'ADN peut étre
transporté.

Trés médiatisé, 'ADN est trés souvent qualifié de vérité scientifique. Celui-ci permet
généralement davantage, lors d’un procés, de confirmer des suspicions lorsqu’il va
dans leurs sens que d’en créer des nouvelles. En effet, la preuve ADN ne possede
dans la pratique qu’une utilité relative. Dans environ 98% des cas, le coupable est
identifié avant méme la réalisation de test ADN et dans les 2,25% restant, celui-ci n’est
concluant que dans 29% des affaires (103).

C’est donc cette utilité relative qui rend 'ADN aussi médiatisé, car il ne permet
I'identification d’'un criminel non suspecté au départ de I'enquéte que dans de rares
cas.

Avec les nombreuses avancées techniques en matiére d’exploitation de '’ADN, il n’est
désormais pas rare d’isoler de nombreux profils sur une scéne de crime.

Ceux-ci comprennent les individus ayant effectivement été présents sur la scéne, mais
eégalement les profils d’individus ne s’étant jamais rendu sur les lieux et dont ’ADN a
été déposé par l'intermédiaire de transferts.

Cela ajouté au nombre en constante augmentation des profils fichés au FNAEG, des
dizaines de noms peuvent alors ressortir d’'une scéne de crime sans pour autant que
ces derniers ne soient considérés comme suspects dans I'affaire.

L’idéalisation de la preuve ADN ne doit donc pas pour les magistrats et enquéteurs
supplanter lors d’une enquétes les techniques d’investigations plus classiques
évoquées précédemment. La génétique doit davantage étre considérée comme une
preuve a contextualiser et permettant de d’affirmer ou d’infirmer des suspicions et ainsi

forger I'intime conviction du juge comme tout autre élément du dossier.
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V. Conclusion

L’ADN est une molécule trées complexe, aux roles multiples dont certains restent
encore meéconnus mais qui a permis de nombreuses avancées dans de nombreux
domaines.
La découverte des minisatellites et des microsatellites a permis la réalisation des
premiéres empreintes génétiques dans les années 1980.
Le développement des techniques de PCR suivies d’électrophorése capillaire ainsi
que celles de séquengage a haut débit dans les années 2000 a aujourd’hui détroné le
Southern Blot et le séquencgage de Sanger jugées plus longues et difficiles d’utilisation.
La sensibilité toujours grandissante des outils de biologie moléculaire permet
aujourd’hui d’isoler et d’exploiter des quantités d’ADN de 'ordre du nanogramme.
L’étude des polymorphismes nucléotidiques (SNP) ainsi que la réalisation d’empreinte
geénétique permise par I'analyse d’'une vingtaine de STR permettent aujourd’hui un
grand nombre d’applications en médecine légale :

¢ Identification de cadavre

¢ Identification d’auteur de crimes et délits

e Réalisation de test de filiation

e Estimation de I'age

e Estimation de l'origine

La réalisation de portraits-robots génétiques pourrait également évoluer au cours des
prochaines années mais reste pour le moment peu utilisée et trés encadrée.

La création du FNAEG permet en France de centraliser plusieurs millions de profils
geénétiques dans le but de faciliter les identifications lors des enquétes.

De nombreuses lois permettent également d’encadrer I'utilisation de I’ADN afin d’éviter
toute utilisation excessive ou malveillante.

L’ADN reste donc un outil trés fiable d’'un point de vue scientifique mais qu’il est

indispensable de savoir interpréter correctement et d’utiliser a bon escient.
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RESUME

L’ADN posséde aujourd’hui un réle indispensable en médecine et odontologie légale.
Certaines régions non codantes polymorphiques de I’ADN, appelées microsatellites,
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